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sustituidos por fenilalanina. R, Radio de Stokes; ¥, fenilalanina; W, triptofano; A,
agregados, D, dimero nativo; D#,dimere parcialmente desplegado, M*, intermediario

monomérico; U, mondmero desplegado.



Resumen

En este trabajo se caracterizd el desplegamiento de la triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma brucei (TbTIM) y de dos mutantes con residuos triptofano (W) sustituidos
por fenilalanina (F). El desplegamiento de la TbTIM y las mutantes W12F y W12F/W193F
inducido por urea y por cloruro de guanidinio (GdnHCI) Se siguié por dicroismo circular
(DC), fluorescencia, actividad catalitica y fluorescencia de 1-anilino-8-naftaleno sulfonato
(ANS). Para ambos desnaturalizantes se observé que el patrén de desplegamiento no es un
proceso de dos estados, y que la sustitucion de los residuos W desestabiliza la
conformaci6n nativa de ambas mutantes con respecto a la proteina silvestre, La exposicién
al solvente de diferentes regiones de la proteina durante el proceso de desplegamiento se
caracterizé espectroscGpicamente con la comparacion de los datos obtenidos para la ThTIM
y las mutantes. El anélisis de los datos de fluorescencia permitié proponer qué regiones se
exponen al solvente a lo largo del desplegamiento.

Para la desnaturalizacién con GdnHC, se determind que el proceso de desplegamiento
involucra la presencia de dos intermediarios. Usando como referencia las caracteristicas
hidrodindmicas de la mutante monomeérica RMMO-iTIM, obtenidas por cromatografia de
exclusidn molecular proponemos el estado de asociacién de los intermediarios: D*, un
dimero parcialmente expandide y M*, un intermediario monomérico. Por otro lado, se
observaron agregados de alto peso molecular a quienes propenemos como causantes de la

irreversibilidad del proceso.



1. Introduccidon

1.1 El plegamiento de las proteinas

La sintesis de proteinas se lleva a cabo en.el proceso de traduccion del RNA mensajero.
La cadena polipeptidica recién sintetizada posee como funciones primarias la adquisicién
" espontdnea de la estructura tridimensional nativa y en el caso de proteinas oligoméricas, la
asoclacién de subunidades (Jaenicke, 1987). En el plegamiento in vive, existen factores
auxiliares como chaperonas y catalizadores como la isomerasa de disulfuros y la peptidil
prolil cis-trans isomerasa, que asisten el proceso de plegamiento. Sin embargo, estos
factores sélo facilitan el plegamiento productivo en el ambiente celular, pero no lo dirigen.

Conocer el mecanismo por el cual las proteinas adquieren su estructura tridimensional
para tener el arreglo espacial que les permite obtener su estado nativo y funcional es un
problema atn no resuelto. A partir de los resultados de ia rex_laturalizacién por oxidacion-
reduccion de la ribonucleasa (Anfinsen, 1973), se propuso que la estructura nativa egté
determinada por la secuencia de aminoécidos y las interacciones de ésta con el solvente.

El plegamiento de las protelnas puede compararse con una reabcién quimica, en la cual
el reactante (proteina desplegada) se convierte en producto (proteiﬁa plegada) y puede o no
haber intermediarios. En una reaccidén quimica unimolecular existe un paso limitante
cuando la proteina pasa a través de un estado de transicién. A diferencia de una reaccién
quimica, en la que el estado de transicién es una conformacion tinica, en el plegamiento de
las proteinas éste es un ensamble de conformaciones (Sali et al., 1994).

El plegamiento de las proteinas puede considerarse como una transicién entre fases

{desplegada, nativa e intermediarios), en donde cada fase posee muchas conformaciones



(Pande ef al., 1998). La proteina nativa, es un sistema dindmico que fluctla entre un
* namero determinado de conformaciones y no una estructura Unica (Jacnicke, 1987).

Levinthal (1968) planted el siguiente problema: si el proceso de plegamiento a partir del
estado desplegado de una proteina se hiciera por la blisqueda azarosa entre las diferentes
conformaciones, el tiempo que se requeriria para obtener una proteina nativa serfa
demasiado largo, tan largo como millones de afios. Esta observacion a la que se le conoce
como paradoja de Levinthal plantea la existencia de rutas preferenciales de plegamiento, es
decir, de todas las conformaciones posibles, sélo algunas son relevantes, aquellas
cinéticamente accesibles en la escala de tiempo del plegamiento (Levinthal, 1968).

Se propuso también la existencia de estados intennediallios transitorios que de alguna
manera ‘dirigieran la ruta de plegamiento de las proteinas (Matthews, 1991). Si fuera
posible identificar y establecer la estructura de estos estados, se podrian determinar los
factores que guian el plegamiento de las proteinas a través de rutas productivas.

Algunos datos experimentales permitieron proponer un modelo llamado®jerarquico”. En
- este modelo se plantea que durante ios primeros milisegundos del plegamiento la molécula
se compacia y aparecen elementos de estructura secundaria. La siguiente etapa involucra la
formacién de puentes de hidrégeno estables y la exclusién de algunos aminoécidos
" hidrofobicos del solvente. En esta etapa inicia la formacion de la estructura terciaria, y
pueden presentarse intermediarios con estructura muy semejante a la nativa. Los ﬁltimés
eventos en este modelo de plegamiento involucran la formacién del resto de las
interacciones no covalentes que mantienen la conformacidn hativa, siendo la etapa mis
lenta del proceso de plegamiento (Matthews, 1991, 1993},

La propuesta de la existencia de rutas de plegamiento dio origen a la visién considerada

como clésica, que involucra una secuencia definida de estados que van de la conformacion



desnaturalizada a la nativa (Kim & Baldwin, 1982), Mientras que esta visién involucra una
secuencia lineal de eventos, una nueva propuesia conocida como la “nueva vision del
plegamiento”, basada en los resultados del uso de modelos de mecénica estadistica,
sustituye el concepto de ruta de plegamiento por el de diagramas de embudo, Los modelos
mecénico-estadisticos reconocen que los diferentes estados de plegamiento son en realidad
ensambles de conformaciones. En el modelo de embudo, el plegamiento es un proceso de
flujos paralelos de estas diferentes conformaciones.

La idea de un embudo indica que las conformaciones adoptadas por la cadena poseen
menor energia libre, reduciendo progresivamente su "dimensionalidad" en el espacio
conformacional accesible. El enbudo se va estrechando hasta llegar a la confermacion

nativa (Baldwin, 1995, Dill & Chan, 1997).

1.2 Estudios de plegamiento de proteinas in viiro

Para seguir los diferentes pasos a lo largo del patrén de plegamienio, se ha utilizado el
andlisis cinético y termodindmico de los procesos de desplegamiento y de replegamiento in
vitro (Jaenicke & Rudolph, 1989). Mucho se ha discutido sobre la validez de ia
comparacién del plegamiento in vitro vs. ir vivo, sobre todo por el hecho de que Ia
renaturalizacién inicia a partir de una cadena polipeptidica completa, mientras que el
plegamiento ir vivo es un proceso que involucra el crecimiento de la cadena del amino al
carboxilo terminales por lo que se ha sugerido que €sta se va plegando conforme se va
sintetizando (Jaenicke, 1987). Para considerar que la comparacién del plegamiento in vitro
e in vive es véalida, se deben cumplir dos condiciones, La primera es que la cinética de

renaturalizacidn esté dentro del rango de tiempo en que ocurre el plegamiento in vivo. La



segunda es que el producto final de la renaturalizacion sea indistinguible del estado nativo
inicial (Jacnicke, 1987, Jaenicke & Rudolph, 1989).

En términos de la termodindmica de equilibrio, el plegamiento se puede definir como la
transicién reversible entre el estado desnaturalizado y el nativo. La reversibilidad es un
requisito indispensable para este tipo de andlisis del proceso de plegamiento. Sin embargo,

no todas las proteinas presentan un proceso de renaturalizacion reversible.

1.3 Desnaturalizacién de las proteinas

El cambio en la conformacién de una proteina debida a efectos en las interacciones no-
covalentes, sin cambio alguno en las interacciones covalentes se conoce como
desnaturalizacién. La estructura nativa de las proteinas se conserva bajo condiciones fisicas
apropiadas de pH, temperatura, presién etc. El cambio en las propiedades del solvente
puede ,Qriginar la pérdidalde la estructura nativa o desnaturalizacién, la cual implica la
desactivacion de la proteina y puede estar acompafiada de disociacion.

Los cambios moderados en las condiciones ambientales pueden no tener un gran efecto
sobre la estructura nativa de las proteinas; sin embargo, si el cambio en alguna variable
excede un valor critico la proteina se desnaturaliza cooperativamente (Fernandez-Velasco,
1995).

Dentro de los objetivos que existen para estudiar la desnaturalizacion de las proteinas, se
encuentra determinar la estabilidad conformacional de ¢éstas bajo diferentes condiciones de
desnaturalizante, o bien, seguir la ruta de plegamiento estudiando los procesos de

desnaturalizacién y/o renaturalizacitn de la proteina (Hamaguchi, 1992).



1.4 Agentes desnaturalizantes

Los desnaturalizantes usados para el desplegamiento de las proteinas globulares son el
cloruro de guanidinio (GdAnHCI), urea, dodecil sulfato de sodio (SDS), aumento o
disminuci6n de temperatura, extremos de pH, aumento de la presidn hidrostitica y menos
frecuentemente se usan el cloruro de litio, tiocianato de potasio, cloruro de calcio y

tiocianato de guanidina (Tanford, 1970, Jaenicke & Rudolph, 1989).

Los experimentos de desnaturalizacién de las proteinas se basan en que la estructura de
las proteinas cambia conforme se incrementa una condicitn desnaturalizante. De esta
manera al aumentar gradualmente cualquiera de las condiciones desnaturalizantes, se
-modifica la proporcion entre el niimero de moléculas de proteina que se encuentran en el
-estado nativo y el desnaturalizado, obteniéndose asf una curva o perfil de desnaturalizacion.
En este tipo de curvas, se determina la fraccién de proteina nativa que permanece
(siguiendo una sefial sensible a la conformacion de la proteina) mientras se aumenta una

condicién desnaturalizante.

1.5 La urea y el cloruro de guanidinio como desnaturalizantes

- La urea y el cloruro de guanidinio (GdnHCl) son dos desnaturalizantes utiles para los
estudios de desplegamiento tanto en condiciones de equilibrio como cinéticos, ya que se
sigue la transicién entre el estado native (N) y los estados completamente desnaturalizados
de la proteina (Hamaguchi, 1992). El mecanismo por el cual actdian la urea y €l GdnHCl no
se conoce totalmente, a pesar de ser ampliamente usados como desnaturalizantes de
proteinas. No se conoce si la accidn del desnaturalizante es directa y andloga a un
mecanismo de unién de ligando, o bien, si es indirecta e involucra un cambio en las

propiedades del solvente, Existen algunos trabajos que estudian evidencias directas de la



interaccién de los dos desnaturalizantes con la molécula proteica, como el trabajo de
Tanford sobre la transferencia de los aminoécidos de soluciones acuosas a soluciones con
desnaturalizante (Tanford, 1970) y los estudios calorimétricos de las interacciones de la
proteina con urea y GdnHCl (Makhatadze & Privalov, 1992).

Aparentemente, el mecanismo de unidén del desnaturalizante es el causante de la
desestabilizacién de la proteina nativa. En este mecanismo, los agentes estabilizadores
tienen baja interaccion con la superficie de la macromolécula disminuyendo la solubilidad
de la proteina. En contraste, los desnaturalizantes como la urea y e} GdnHCl interaccionan
con la superficie de la proteina, especialmente con aquellas superficies no polares que
tienden a estar dentro de la molécula (los valores de energia libre de transferencia de
cadenas hidrofbbicas es negativa) e incrementan la solubilidad de la proteina. Ambos
desnaturalizantes incrementan la solubilidad de moléculas polares y no polares y
disminuyen la magnitud de las interacciones hidrofébicas. Incluso, la interaccién con las
superficies polares y no polares es mas favorable que su interaccién con el agua, lo cual se
ha medido por la energfa libre de trﬁnsferencia de agva a una solucién de desnaturalizante
(Creighton, 1993}.

El GdnHCl es un desnaturalizante mas fuerte que la urea. La energia libre para la
transferencia de aminoicidos y péptidos de agua a soluciones acuosas de urea y GdnHCI
(Agy) es de dos a tres veces mayor para GdnHCI que para urea. Esto indica que las cadenas
laterales de los aminodcidos tienen mayor afinidad por GdnHC! que por urea, y que la
desnaturalizacién por ésta requiere de dos a tres veces mas concentracién de

desnaturalizante (Hamaguchi, 1992).



1.6 Técnicas para seguir las transiciones estructurales durante el
desplegamiento de las proteinas.

Al desnaturalizar una proteina por aumento de la concentracién de un desnaturalizante
como urea, GAnHCI o cualquiera de los desnaturalizantes mencionados anteriormente, es
necesario seguir una sefial que sea sensible a los cambios en la conformacién de la proteina
nativa, La determinacién de la funcidn biolégica y del estado de asociacidn de la protelna
SON recursos experimentales importantes. La medicién de la actividad enzimética es un
método sensible, rapido y especifico para caracterizar las transiciones durante el proceso
de desnaturalizacién y plegamiento de las protefnas, y se basa en el principio de que para
que la protefna lleve a cabo su funcidn, se requiere que la protefna se encuentre en su estado
nativo (Jaenicke & Rudolph, 1989).

Ademés de la actividad catalitica, existen otras técnicas para medir los cambios
es.tructurales durante el desplegamiento, las mdés frecuentes son la espectroscopia
diferencial de UV, la fluorescencia y ¢! dicroismo circular (DC). Otras técnicas usadas son
la dispersidn dptica rotatoria (DOR), la resonancia magnética nuclear (RMN), ia viscosidad
vy el intercambio deuterio-hidrégeno (Pace ef al., 1989, Dobson et al., 1994).

..... En general, los métodos espectroscdpicos, se usan para caracterizar el comportamiento
de una proteina bajo diferentes condiciones del solvente y también para comparar las
caracteristicas de moléculas relacionadas como son proteinas homdlogas o mutantes de la
proteina a estudiar. La espectroscopia puede dar informacidén sobre los cambios en la
estructura secundaria y terciaria de la proteina en solucion. Por otro lado, se requieren
cantidades pequefias de protefna para realizar estas mediciones y las muestras pueden ser

recuperadas después del experimento (Schmid, 1989, Eftink, 1994).



1.7 Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia posee caracteristicas dindmicas y estiticas que
permiten seguir las transiciones de desplegamiento inducidas por calor, presidn o agentes
quimicos come urea y GdnHCI. Uno de los uéos practicos de la fluorescencia es obtener
informacién cinética y termodinamica de las transiciones de macromoléculas, como las
reacciones de plegamiento y desnaturalizacion (Eftink, 1994, Lakowicz, 1999).

La emisidn de fluorescencia se observa cuando un electron regresa de un estado excitado
al estado basal. Esta emision ocurre a mayores longitudes de onda, cuando se compara con
el espectro de absorcién del mismo croméforo, debido a que una parte de la energfa se
plerde en procesos no-radiativos como las transiciones vibracionales.

Los fluordforos usados en bioquimica pueden ser naturales (intrinsecos) como los
aminoacidos aromaticos, las flavinas, la vitamina A, la clorofila y el NADH, o extrinsecos
como ¢l cloruro de dansilo, la pireina, la fluoresceina y el 1-anilino-8-naftaleno sulfonato
{ANS). Los fluoréforos extrinsecos pueden unirse covalente o no covalentemente 2 la
molécula de interés.

La fluorescencia refleja las interacciones del fluoréforo con las moléculas circundantes,
especialmente durante el tiempo de vida del estado excitado. Es muy sensible y varios
parametros de ésta como la lengitud de onda de méxima emision (Ams) , 1a intensidad y el

tiempo de vida, pueden ser afectados. (Eftink, 1994., Campbell,1984, Lakowicz, 1999).

1.8 Fluorescencia intrinseca

La fluorescencia intrinseca de las proteinas se debe a la presencia de los fluordforos
naturales fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptofano (W), La mayor parte de la seftal de

fiuorescencia de las proteinas se debe a la fluorescencia de los residuos W, ya que su
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absorcién y la eficiencia cudntica de la emision son considerablemente mayores que los de
F y Y (Schmid, 1989). Cuando se usa una longitud de onda de excitacion de 280 nm, la
emision se debe a los residuos Y y W, pero es posible excitar selectivamente a los residuos
W a 295 nm.

Generalmente las proteinas tienen pocos W. Estos residuos tienen un grupoe indol que es
muy sensible al ambiente. En un medio hidrofébico como el interior de una proteina
plegada, la emisién de los W se lleva a cabo a longitudes de onda menores (el grupo indol
en hexano tiene una Az, de 320 nm) gue la que ocurre cuando estos residuos se exponen al
solvente (350 nm corresponde a la Amsx del W cuando estd en una solucién acuosa). De tal
manera que es posible seguir los cambios en la intensidad de la fluorescencia y el cambio
de la longitud de onda de mdxima emisién, al aumentar una condicidén desnaturalizante en
la que se exponen los residuos W al solvente (Lakowicz, 1999).

La fluorescencia de los W se ha usado ampliamente para seguir la movilidad interna en
¢l ambiente de regiones particulares de la proteina; sin embargo, existen dificultades para
interpretar las sefiales de fluorescencia de las proteiﬁas que tienen mdas de un W. Para estas
proteinas es muy dificil resolver la contribucién de cada uno de los fluoréforos lo cual
limita la interpretacion de las caracteristicas dindmicas de las cadenas laterales durante los
estudios de desplegamiento de las proteinas (Royer et al,, 1993). La solucién a este
problema, en teoria, es la sustitucion de cadenas laterales fluorescentes como el W por otro
residuo (preferentemente aromdtico pero menos fluorescente) por mutagénesis dirigida,
para posteriormente seguir la fluorescencia remanente. Este tipo de estrategia ha permitido
obtener datos de asignacién de la contribucion de la fluorescencia de un W en particular

{Waldman et i, 1987), o bien dilucidar algunos aspectos sobre la estructura y funcion de
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alguna protefna (Mogi ef al., 1989). En proteinas sin W, es posible insertar un W en una
regitn de interés y poder seguir esa regidn especifica de la proteina durante la unién de
. ligandos (Kilhoffer e al., 1988). En el caso de los estudios de desnaturalizacién o
renaturalizacion de las proteinas que solo poseen un W, es posible asignar cambios a o
largo de estos procesos a regiones de la proteina y proponer modelos de desnaturalizacion

(Royer ef al., 1993; Mann et al., 1993).

1.9 Proteinas oligoméricas

La estructura nativa de muchas proteinas estd formada por varias cadenas polipeptidicas
asociadas a través de interacciones no covalentes. La estructura cuaternaria se refiere a esta
disposicién, y se define como el arreglo geométrico y estequiométrico de ensambles
- moleculares formados por mondmeros estructurados. Las cadenas polipeptidicas que
forman e] complejo pueden ser iguales o diferentes, y su tamafio puede variar entre 50 y
3000 residuos de aminodcidos, Las estructuras mas comunes son los dimeros y los
tetrdmeros, aunque hay trimeros, hexdmeros, dodecameros y complejos todavia mayores
(Jaenicke, 1987).

El plegamiento de las proteinas oligoméricas involucra interacciones intra €
intersubunidad. En este proceso debe de existir un acomodo adecuado de las interfases de
las subunidades. La velocidad de plegamiento de las protefnas oligoméricas puede estar
. limitada por la asociacién de subunidades.

El uso de proteinas oligoméricas para estudios de plegamiento involucra una mayor
dificultad que para las proteinas monoméricas, ya que presentan procesos cinéticos

complejos y en ocasiones procesos irreversibles. Estas proteinas tienen una gran tendencia



a la precipitacion y la agregacién durante los estudios de desnaturalizacién, provocando la
irreversibilidad total o parcial del proceso (Garel, 1992, Jaenicke, 1996)

Debido a esto, los estudios de plegamiento de proteinas se han llevado a cabo
mayoritariamente con proteinas monomeéricas. Las enzimas que presentan un nivel de
asociacidn mayor han sido estudiadas con menos frecuencia. Sin embargo, las reacciones
que se llevan a cabo en la célula son catalizadas en una gran parte por proteinas
oligoméricas y la funcién realizada por la mayoria de estas proteinas estd regulada por su
esiructura cuaternaria. Seguir las rutas de desnaturalizacién yfo renaturalizacidén para
oligbmeros puede dar informacién sobre el proceso dé asoctacién que origina la estructura
cuaternaria. Los homodimeros son ¢l modelo mas sencillo de oligomerizacion, ya que la
adquisicién del estado nativo incluye tanto el proceso de plegamiento como el de

asociacién,

1.10 Barriles o/f y su plegamiento

La estructura de barril o/, cuyo prototipo es la triosafosfato isomerasa (TIM), es uno de
los dominios estructurales mas grandes y estables. Se requiere de por lo menos 200
residuos para su formacion. La longitud de los barrites o/} varfa entre 225 residuos en la
fosfogluconato aldolasa hasta cerca de 400 residuos en la xilosa isomerasa. Esta estructura
se ha encontrado en muchas proteinas con secuencia y funcién totalmente diferentes. En
muchas enzimas la cadena polipeptidica completa forma el dominio de barril o/, aunque
en otras con cadenas méis largas hay dominios adicionales que };resentan otras estrugturas
(Branden, 1991, Farber, 1993). El barril estd formado por una regién de 8 hebras B

paralelas arregladas como las duelas de un barril y conectadas por medio de a-hélices que
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se encuentran por fuera de la regi6n central de hebras B (Figura 1). Hay también residuos
que forman regiones en asa que conectan a las hojas B con las o-hélices. Las asas son de
longitud variable y constituyen regiones que participan tanto en fa unién de sustrato como
en la actividad catalitica, a djferencia del papel de estabilidad estructural que tienen las
hebras B y las a-hélices (Branden & Tooze, 1991).

Los estudios de plegamiento de los barriles o/ff han reportado la presencia de por lo
menos un intermediario en el plegamiento de la subunidad « de fa triptofano sintasa de
Salmonella (Stackhouse, 1988) y de E coli (Stackhouse, 1988, Gualfetti, 1999), la
fosforibosil antranilato isomerasa de S. cerevisige (YPRAI) (Eder & Kirschner, 1992) y de
E. coli (ePRAD) (Jassanoff et al., 1994), la indol-3-glicerol fosfatosintasa (IGPS) de
Sulfolobus solfataricus (Andreotti ef al., 1997) y de E. coli (Sanchez del Pino & Fersht,
1997). La aldolasa monomérica de Stapkyplococcus aureus es un caso en el gue no se
presenta ningiin intermediario (Rudolph et al., 1992). |

Los estudios cinéticos y al eqyilibrio para la renaturalizacién de bamriles o/f, ha
permitido proponer un mecan_ismo general para su plegamiento. Tanto para la yPRAI (Eder
& Kirschner, 1992) y la ePRAI (Jassanoff et al., 1994) como la subunidad ¢ de lé
triptofano sintetasa, los resultados muestran que un primer fragmento que comprende la
regién (o))~ O), €s estable y con una estructura definida. En la yPRAI este fragmento puede
asociarse estequiométricamente con el segundo fragmento {¢t7-¢ig) para formar un complejo
activo, Se ha propuesto que el mecanismo de plegamiento involucra un intermediario con
las pri:.neras 6 unidades practicamente plegadas de forma nativa y con las dos dltimas
unidades parcialmente desnaturalizadas (Eder & Kirschner, 1992), es decir, un mecanismo

6+2 en el que el paso limitante para la renaturalizacion es la fusion del fragmento (o;-0).
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Pigina anterior

Figura 1. Esquema de la estructura de barril o/, En rojo se muestran las orhélices, en azul las hebras By
en gris las asas.

1.11 La triosafosfato isomerasa

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima ghicolitica que cataliza la
interconversion entre gliceraldehido 3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) ::1
través de un intermediario ¢fs-enediol. Las propiedades de esta enzima han sido estudiadas
con detalle (Knowles, 1991). La reaccidén que realiza la TIM determina en gran parte la
eficiencia de la glucdlisis ya que de las dos triosas (GAP y DHAP) solo el GAP continiia en
la ruta glucolitica. En la reaccién ocurren dos enolizaciones, de la DHAP al enediol y del
GAP al enediol. La enzima media las protonaciones y desprotonaciones necesarias para
llevar a cabo las dos enolizaciones utilizando una base y un 4cido catallticos, asi como un
» asa proteica que une y estabiliza al imtermediario de la reaccién. La TIM ha sido
considerada un catalizador perfecto (Knowles, 1991, Albery & Knowles, 1976). Las
propiedades cataliticas de la TIM han sido estudiadas con gran detalle (Rose et al., 1990,
Knowles & Albery, 1977), y se ha establecido que in vivo, los pasos limitantes de la
velocidad de la reaccién son la unién de sustrato y la liberacion de producto, controlados
por la difusién (Blacklow ef al., 1988).

La TIM es un homodimero formado por subunidades de 27 KDa con la estructura de

barril o/f. Cada barril consta de 8 unidades asa-hebra B-asa-o hélice. Las subunidades se
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asocian a través de interacciones no-covalentes. Cada mondémero contiene un sitio activo
completo localizado cerca de la interfase que comparten las dos subunidades. Los residuos
que forman las asas son muy importantes para la estabilidad del dimero y para la catélisis.
Las asas 3 y 6 son largas y resaltan en la estructura. £l asa 3 o asa de la interfase “encaja”
en una cavidad que se encuentra cerca del sitio activo de la otra subunidad. Cuando se
comparan las estructuras cristalograficas de la TIM con ligando y sin ligando, se observa
que el asa 6, también llamada asa catalitica, se mueve de una conformacion conocida como
cerrada, & una conformacitn abierta. La posicién de la punta de esta asa, difiere en 7 A
entre ambas conformaciones (Wierenga & Noble, 1992).

Mutaciones puntuales en la TIM de Sacharomyces cerevisiae (yTIM), indican que
aquellos cambios que desestabilizan la conformacion cerrada de la enzima, también alteran
signiﬁcativame;xte las propiedades cataliticas de ésta (Sampson & Knowles, 1992; Sun &
Sampson, 1998). Los resultados obtenidos por la eliminacién de 4 residuos contiguos del
asa 6 que interaccionan directamente con el sustrato en la yTIM, indican que ;:1 sustrato se
une muy débilmente a la enzima pei;diendo al enediol con una gran facilidad. Se cree que
esta asa evoluciond para unir fuertemente al intermediario enediol, que es altamente
reactivo (Pompliano ef al., 1992).

Originalmente se pensd que la presencia del ligando provocaba el cambio de
conformacion del asa a la forma cerrada (Joseph, er al., 1990; Wierenga ef al., 1991a;
Noble ef al., 1993a). Estudios posteriores con la mutante WO0Y/W157F de yTIM, cuyo W
168 (localizado en el asa catalitica) se marcd en el grupo indol para obtener espectros de
RMN, indican que el asa 6 pasa de la conformacién abierta a cerrada a una velocidad de 3 x

10 ™ "' . La comparacién de los espectros y las velocidades entre la enzima con sustrato y



sin sustrato indican que la presencia del sustrato no induce el movimiento, sino gue el asa 6
tiene un movimiento independiente de la presencia de sustrato (Williams & Dermott, 1995).
La TiM sélo es activa como dimero; los mondmeros no presentan actividad catalitica,
aunque presentan los residuos necesarios para levar a cabo la catélisis. En el dimero,
dichos mondmeres funcionan independientemente vy no se ha observado cooperatividad
entre las dos subunidades. Se ha sugerido que la presencia de la otra subunidad es necesaria
para estabilizar 1a geometria de los residuos del sitio activo (Wierenga & Noble, 1962),
Con excepcion de las TIMs de las arqueos hipertermdfilas Pyrococcus woesei y
Methanothernus fervidus, que son homotetridmeros (Kohlhoff et al., 1996), todas las TIMs
silvestres que se conocen son dimeros, incluyendo la enzima bifuncional fosfoglicerato
cinasa/triosafosfato isomerasa de 1a hiperterméfila Thermotoga maritima en la que ambas
enzimas estdn unidas covalentemente (Schurig et al., 1995; Beaucamp et al., 1997).

Se han realizado gran cantidad de sustituciones de residuos de la TIM de diferentes
especies por mutagénesis dirigida. Mientras algunos de ellos han tenido como objetivo
principal el conocer el papel de un residuo especifico en la catalisis (Lodi e al,, 1994;
Joseph-McCarthy et al., 1994), otros tienen el objetivo de estabilizar o desestabilizar a la
proteina por introduccién o sustitucion de residuos. Ejemplo de estos dltimos es la
estabilizacion de la TIM de Leishmania mexicana (Kohl et al., 1994), una enzima meséfila
cuya mutante E65Q es una enzima superestable que tolera hasta 26 °C mas de la tempertura
tolerada por la proteina silvestre (Williams ef al., 1999). También se han obtenido mutantes
monoméricas de la TIM de humano tratando de desestabilizar a la forma dimérica y
estabilizar la forma monomérica (Mainfroid et al., 1996a;1996b.)

La obtencion de mutantes de la TIM de Trypanosoma brucei (TOTIM) se ha realizado

bajo este principio, en el que la sustitucion de uno o varios residuos en la interfase entre los
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mondmeros permite obtener TIMs monoméricas. Las mutantes monoméricas construidas

hasta la fecha son las siguientes:

La mutante H47N no permite la formacién de un puente de hidrégeno mediado por
agua, que proveca que la mutante ténga un comportamiento de dimero a altas
concentraciones de proteina (por arriba de 3 mg mL™") y como mondmero a bajas
concentraciones (Borchert ef al., 1993; Borchert er al., 1995).

Recientemente, la sustitucion de la Cl4 por F en la TbTIM (Cl4F), ha sido
caracterizada como un monémero (Herndndez-Alcantara et al., 2002).

La mono TIM, en la que un fragmento de la regién de la interfase de la THhTIM
(IAKSGAFTGEVSLPI) se sustituyd por un secuencia hidrofilica y més corta
(GNADALAS) (Borchert ef al., 1994, Schliebs ef al., 1996).

Sobre esta mutante monomérica se construyé la RMMO-1TIM por evolucién dirigida
sobre ef gen de la monoTIM y por seleccidén de mutantes activas (Saab-Rincén et al.,
2001).

La RE-TIM en la que la T75 y la G76 (en el asa 3) se sustituyeron por R y E
respectivamente, obteniende una TIM monomérica en solucidn con actividad residual.
A esta mutante se le ha considerado lo més parecido a un “mondémero silvestre”
{Schlicbs et al., 1997).

Actualmente se conoce la secuencia de més de 62 especies de la TIM, y se tiene

disponible la informacion estructural de [a TIM de diferentes especies que incluyen Gallus

gallus (Banner et al., 1975), Saccharomyces cerevisiae (Lolis et al., 1990}, Trypanosema

brucei (Wierenga et al., 1991a), E. coli (Noble et al., 1993b), Homo sapiens (Mande et al.,

1994), Bacillus stearothermophilus (Delboni et al, 1995), Plasmodium falciparum



(Velanker et al., 1997), Vibrio marinus (Alvarez et al., 1998), Trypanosoma cruzi
(Maldonado et al., 1998), Leishmania mexicana (Williams et al., 1999), Pyrococcus woesi

{Walden et al., 2001) y Entamoeba histolytica (Rodriguez-Romero et al., enviado),

1.12 Estudios de desnaturalizacién de la TIM

Varios estudios de desnaturalizacion han dado origen a datos tanto cinéticos como al
equilibrio del patrdn de desnaturalizacion y/o repaturalizacién de TIMs homdlogas. En el
caso de la TIM de polle, su cinética de desnaturalizacion muestra un proceso de dos
estados. En estos experimentos se observa una sola transicidn, por lo que en la
desnaturalizacién por GdnHCl, la TIM aparentemente se despliega y disocia
simultdneamente (Mc Vittie ef al., 1977).

Los resultados cinéticos de la renaturalizacion de la TIM de conejo muestran la
presencia de un intermediario (Waley, 1973., Zabori e al., 1980). Usande GdnHCl como
desnaturalizante, los experimentos al equilibtio con esta misma enzima muestran un
~ proceso de dos estados, mientras que los resultados cinéticos permitieron obtener
informacién sobre las caracteristicas de un intermediario (Rietveld & Ferreira, 1998).

Para la TIM de humano se calculé Ja estabilidad conformacional del dimero y de
mutantes monoméricas de la misma, ajustando los datos de desnaturalizacién al equilibrio
por urea a un modelo de dos estados (Mainfroid ef al., 1996a).

La desnaturalizacién inducida por urea de la TIM de Plasmodium falciparum muestra
un comportamiento de dos estados, sin embargo cuando la desnaturalizacion se induce con
GdnHC], se observa un intermediario que se caracterizé como un agregado (Gokhale et ol

1999).
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Los estudios de desnaturalizacién con la TIM de Saccaromyces cerevisiae (YTIM)
muestran un proceso d_e dos estados con urea. Sin embargo, para describir el proceso de
desnaturalizacién con GdnHCl es necesario utilizar un medelo de tres estados. En este caso,
se propuso que el estado intermediario en el plegamiento de la yTIM es un mondémero
(Vazquez-Contreras ef al., 2000., Morgan ef al., 2000). Recientemente se ha propuesto que
el replegamiento y la dimerizacién por desnaturalizacion térmica de la yTIM son eventos
acoplados donde no se observa la presencia de intermediarios (Benitez-Cardoza et al.,
2001).

Diferentes técnicas espectroscopicas se han utilizado para caracterizar TIMs homologas.
La fluorescencia intrinseca se ha usado para seguir la exposicién de residuos arométicos
~ durante la disociacion y desplegamiento por urea (Manftoid et al., 1996a, Manfroid ef al.,
1996b, Gokhale er al., 1999, Vazquez-Contreras et al., 2000) o por GdnHCl (Rietveld &
Ferreira., 1998, Gokhale et al., 1999, Vizquez-Contreras ef ol., 2000, Morgan et al., 2000 y
Lambeir et al., 2000). Todas las TIMs utilizadas en estos trabajos tienen varios residuos W
en su secuencia. Como mencionamos anteriormente, estos residuos se pueden usar para
seguir cambios conformacionales en la proteina. Sin embargo, la presencia de mas de un W
en la secuencia limita la interpretacion de los datos de fluorescencia. La estrategia
propuesta en estos casos, es sustituir los residuos W por un aminodcido que conserve el
caricter hidrofébico de la cadena pero que contribuya mucho menos al espectro de emision
de fluorescencia como Y o F (Royer et al., 1993, Eftink, 1994).

La TbTIM tiene 5 triptofanos en las posiciones 12, 90, 159, 170 y 193, El le .se

encuentra localizado en el asa 1, el W90 en la hebra 3 4, el W159 en una hélice 3,, antes de
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la hebra P 6. En el asa 6 o asa catalitica se encuentra el W170 y el W193 se localizaenla o
hélice 6 (Figura 2).

En este trabajo se construyeron las mutantes W12F, W1359F y W12F/W193F (en las cuales
los residuos 12, 12 y 193, y 159 se sustituyeron por fenilalanina respectivamente) para
determinar la contribucién a la fluorescencia de estos residuos y caracterizar el patrén de
desplegamiento de las mutantes y la proteina silvestre en urea y GdnHCL La mutante
WI2F/W193F tiene los mismos residuos W que la ¥TIM, por lo que nos permite una
comparacién directa del patrén de desnaturalizacién observado por fiuorescencia intrinseca
con esta Ultima enzima. Los datos de fluorescencia obtenidos con la proteina silvestre v las
mutantes nos permitieron proponer qué regiones se exponen durante el patron de
desnaturalizacién por ambos desnaturalizantes.

Las enzimas se caracterizaron en términos de su estabilidad a la dilucion, reversibilidad y
parimetros cataliticos y de fluorescencia. Se obtuvieron los patrones de desnaturalizacion
por DC, actividad catalitica y unién de !-anilino-8-naftaleno sulfonate (ANS)
adicionalmente a la fluorescencia intrinseca.

En el caso de GdnHCl, la ThTIM se caracterizé por cromatografia de exclusion molecular
(CEM) y se propusc un modelo que explica ¢l complejo proceso de desnaturalizacién por
GdnHCl que involucra la presencia de un intermediario monomérico y uno dimérico, asi
como agregados que explican la irreversibilidad del proceso.

Péagina siguiente

Figura 2. Diagrama de wn mondmero de la ThTIM silvestre, Se muestra la posicion de los 5 residuos W.
Los W 12, 90y 170 se localizan en el asa 1, hebra 34, y en el asa catalitica {asa 6), respectivamente y en la
Jigura se muestran en gris. El WI93 se encuentra en la & hélice 6 y se muestra en negro. Este residuo se
encuentra expuesto al solvente y apaga la flucrescencia del Wi159 que se encuentra en la hélice 3,, antes de
la hebra B6. El W159 se muestra en gris claro. Las coordenadas se obtuvieron del archive STIM del PDB
(Wierenga et al., 1991h).
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Objetivos

Ohbjetivo general

Caracterizar el desplegamiento inducido por urea y GdnHCI de la triosafosfato isomerasa

de Trypanosoma brucei (TbTIM).

Objetivos particulares

Construir, sobreexpresar, purificar y caracterizar mutantes de la TbTIM con residuos W
sustituidos,

Caracterizar a la TbTIM y sus mutantes con W sustituidos en términos de estabilidad a la
dilucién y el grado de reversibilidad del proceso de desplegamiento inducido por urea y
GdnHCI.

Obtener el patron de desplegamiento de la TbTIM y sus mutantes por fluorescencia,
actividad catalitica y dicroismo circular al desnaturalizar con urea y GdnHCL.

Obtener un esquema posible sobre'.la exposicién de regiones de la TbTIM a lo largo del
desplegamiento de la enzima con urea y GdnHCI utilizando a las mutantes con residuos W
sustituidos.

Identificar la existencia de intermediarios y determinar su estado de asociacion en el
desplegamiento de la ToTIM por CEM-FPLC.

Proponer un modele que describa el proceso de desplegamiento de la TbTM por urea y/o

GdnHCI,
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2. Material y Métodos

Gen de ThTIM
El gen de la TbTIM (Swinkels er al., 1986) fue donado por el Dr. P.AM. Michaels

(Research Unit for Tropical Diseases, ICP-TROP, Brussels, Belgium}

2.1 Construcciin de las mutantes

La sustitucién de los residuos W por F en las posiciones 12, 159 y 193 se ilevd a cabo
por mutagénesis dirigida utilizando 1a reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), con el
"Expand High Fidelity PCR System" {(Boehringer). Los oligonucleétidos utilizados fueron:
(directo y complementario respectivamente para cada mutante):

WI2F 5-ATCGCAGCAGCCAACTTCAAGTG CAACGGC-3 y
5-GCCGTTGCACTTGAAGTTGGCTGCTGCGAT -3'.

WI59F 5-CTGAAGAAGGCTGACTTCG CCAAAGTTGTCATC-3 v
5'-GATGACAACT’ITGGCGAAGTCAGCCTTCTTCAG -3,

Wi93F 5-GCACTCATCCGCAGCTTCGTGAGCAGCAAGATT-3 y
5- AATCTTGCTGCTCACGAAGCTGCGGATGAGTGC-3'.

Para cada una de las mutantes se realizd la primera reaccion de PCR con 200 ng de los
oligonucledtidos mutagénico directo y T7 terminador (Novagen pET Sysytem) y la mezcla
de reaccion para PCR del Expand High Fidelity PCR System (Boehringer) a una
concentracion de MgCl; de 1.5 mM.

Se utilizé un amplificador de PCR (Gene Amp PCR system 2400, Perkin Elmer) a 94°C por
5 minutos; 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55 °C y 1 min a 72 °C y por

ultimo 10 minutos a 72°C.
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Las mismas condiciones de tiempo y temperatura se utilizaron en una segunda reaccién
de PCR con 200 ng dei oligonucledtido mutagénico complementario correspondiente y el
T7 promotor.

El DNA amplificado de cada una de estas reacciones se corrié en un gel de agarosa al |
%. El DNA (primera reaccion) de 1015 pb, 573 pb y 471 pb para lasrmutantes WI12F,
WI159F y WI193F respectivamente y de 114 pb, 552 pb y 654 pb para la segunda reaccion
de PCR se¢ aislaron usando el gene clean sysrem (Bio 101).

Con el DNA aislado resultado de ambos PCRs para cada mutante se realizé la
amplificacién final del gen completo (0.75 Kb mas 0.350 Kb de secuencia de pldsmido, 1.1
Kb) en una tercera reaccién de PCR.

La tercera reaccion de PCR se realizé como sigue:

W12F:fragmento 1015 pb (primer PCR), fragmento 114 pb (segundo PCR), T7 promotor,
T7 terminador y mezcla de reaccién de Expand High Fidelity PCR System (Boehringer).
W159F:fragmento 573 pb (primer PCR), fragmento 552 pb (segundo PCR), T7 promotor,
T7 terminador y mezcla de reaccién'.l

WI193F: fragmento 471 pb (primer PCR), fragmento 654 pb (segundo PCR), T7 promotor,
T7 terminador y mezcla de reaccidn.

Los productos de PCR se clonaron en el vector pET3a en los sitios Xbal y Bam HI, y
con ellos se transformé la cepa BL2I(DE3)pLysS cells (Novagen). Los genes completos se

secuenciaron para confirmar la mutacidn y verificar que no hubiera errores,

2.1.1 Construccién de la doble mutante W12F/W193F

Los plasmidos pET3a-WI2F y pET3a-W193F se digirieron con las enzimas de

restriccion Kpnl y BamHI. La digestion de estos plasmidos dio como resultade dos
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fragmentos de 5161 y 490 pb. Los fragmentos de 5161pb de WI12F y de 490 pb de W193F
se purificaron utilizando el gene clean system (Bio 101). Estos dos fragmentos se ligaron y
se usaron para transformar las células BL21(DE3) pLysS. La secuenciacion completa de

esta construceién confirmé la mutacion de los residuos W12 y W193 por F en el gen de la

TbTIM.

2.1.2 RMMO-1TIM

La RMMO-1TIM (Saab-Rincén er al., 2001) es una mutante monomeérica donada por la
Dra, Gloria Saab-Rincén del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Esta mutante monomérica se obtuvo por medio de un esquema de
evolucion dirigida sobre el gen de la MonoTIM de Wierenga (Borchert ef al., 1994). La
RMMOI-TIM se obtuvo por mutagénesis al azar del“gen de la monoTIM y l.a posterior
seleccion de mutantes activas. La mutante RMMO1-TIM tiene las mutaciones adicionales |
$43P, T44A, A179T, se comporta como mondmero y tiene una ke, un orden de magnitud

B mayor que la monoTIM (Saab-Rincén ef al., 2001).

2.2 Sobreexpresion y purificacién de 1a TbTIM recombinante y las mutantes WI12F,

WI159F y WI12F/W193F

El mismo protocolo de sobreexpresion y purificacién de la TbTIM se usd para las
mutantes WI12F, W159F y W12F/W193F, y se describe aqui para 1 L de cultivo que rinde

entre 15 ¥ 25 mg totales de TIM pura.
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2.2.1 Sobreexpresion

100 mL de medio Luria-Bertani (LB) complementado con 100 pg mL"' de ampicilina y
34 pg mL"' de cloramfenicol se inocularon con una colonia fresca de BL21(DE3)pLysS
pET3a-TbTIM. Este cultivo se crecid durante toda la noche a 37 °C con agitacién constante
(2500 rpm) y se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm. Con el botén resuspendido se
inoculé un litro de medio LB conteniendo la misma concentracion de ambos antibidticos.
Cuando ¢l cultivo alcanzé una densidad Optica Age= 0.8-1.0, se agregd el inductor
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracién final de 0.4 mM con

agitacién constante {2500 rpm) a 37 °C durante toda la noche.

.~ 2.2.2 Purificacién de la TbTIM

La purificacién de la ThTIM se realizé con base en el protocolo descrito por Borchert y
col. (Borchert et al., 1993) y se describe aqui con algunas modificaciones para 1 L de
medio LB con la cepa inducida y sobreexpresada. Se centrifugd 1 L de cultivo durante 10
minutos a 4260 x g 2 4 °C. El boton se resuspendié en 40 mL de amortiguador de lisis
{(MES 25 mM, DTT ImM, EDTA 1mM y PMSF 0.2 mM pH 6.5). Las células se rompieron
por cambio de presion en una French Press a 1500 psi, y 4°C. Los pasos siguientes se
realizaron también a 4°C, El lisado se centrifugd a 17000 x g durante 15 minutos. El botdn

. se resuspendid en 20 mL de amortiguador de lisis con 200 mM NaCl con agitacién
constante, de 30 min a 1 hora y se centrifugd a 17000 x g durante 15 minutos. El
sobrenadante se precipité de 12 a 24 hrs con (NH4)80; al 45% de saturacion. Se
centrifug6 a 17000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se precipité con (NH4)2S0, al
65 % de saturacién de 12 a 24 hrs y posteriormente se centrifugd a 17000 x g por 15

minutos,
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El boton obtenido por la precipitacion con 45-65 % de (NH4),80, se disolvié en 2 mL
de amortiguador A (Trietanolamina (TEA) 100 mM, NaCil 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1
mM y NaN; ImM pH §) y se dializé contra el mismo amortiguador con dos cambios de 0.6
y 1L. La muestra se pasé por una columna de carboximetil (CM) sefarosa en un sistema de
FPLC (fast pressure liquid chromatography) (Pharmacia LKB, Uppsala Sweden). La
columna se equilibrd con el amortiguador A y se eluyd con un gradiente de 25-100 mM de
- NaCl. La proteina se cuantificé por absorbencia a 280 nm (UV 280 nm) y actividad
catalitica. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 12.5 % o 15% de

acrilamida tefiido con azul de Coomasie o plata.

2.3 Caracterizacién de Ia ThTIM y de las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

La concentracion de proteina se determiné con el método del 4cido bicinconinico BCA
Protein Assay (Pierce) y se confirmd con mediciones de absorbencia a 280 nm utilizando
coeficientes de absorcién molar calculados de acuerdo a Pace y col. (Pace et al., 1995).

Estos fueron & (280) (M 'cm™) = 1.308 para la TbTIM, 0.896 para W12F/WI193F y 1.102
para W12F y W159F.

La actividad catalitica de la TIM, en el sentido del gliceraldehido 3-fosfato se calculd
por el cambio en absorbencia a 340 nm, resultado de la oxidacion /reduccién del
NADH/NAD" en un ensayo acoplado con la enzima o-glicerol-fosfato deshidrogenasa a 25
°C. Se midié en un espectrofotometro (Beckman DU 7500 spectrophotometer) con
temperatura controlada a 25 °C. Se siguid el protocolo descrito por Borchert y col.
(Borchert et al,, 1993), usando las siguientes condiciones: TEA 100 mM, EDTA 10 mM,
DTT 1 mM (TED 100/10/1) pH 7.4, giiceraldehido-3-fosfato 0.025-2.5 mM, o-glicerol-

fosfato deshidrogenasa 5-10 pg mL* y NADH 0.2 mM .
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2.3.1 Ensayos de estabilidad a la dilucién de la ThTIM y W12F/W193F

La TbTIM y WI12F/WI193F se incubaron en un intervalo de concentraciones de proteina
que varié entre 40 g mi! y 0.0625 ug mL" en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 a 25
°C. La actividad catalitica se determiné con 5 ng TIM mL™ a las 0, 24 y 200 hrs de
incubacion.
2.3.2 Obtencién de los espectros de fluorescencia y dicroismo circular (DC) para Ia
THTIM, W12F, W159F y W12F/W193F

La TbTIM y -las mutantes WI2F, WI5S9F y WI2F/WI193F se incubaron a una
concentracion de 50 g mL” en amortiguador TED 20 /1/1 pH 7.4. Los espectros de
emision de fluorescencia entre 310-400 nm (slit= 0.5 nm), (excitacién 295 nm, slit= 1nm)
se obtuvieron en un fluordmetro (ISS PCI Photon Counting Spectrofluorometer ISS,
Urbana, IL). Para los espectros de dicréismo circular, la concentracién de proteina usada
fue de 150 pg mL! en un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 y se filtraron en una
membrana de 045 pm. Los espectros se obtuvieron a 25 °C en un espectropolarimetro
AVIV 62 HDS con una celda de 0.1 ¢m en un intervalo de 190-240 nm y un ancho de
banda de 1 nm. Se realizaron 5 repeticiones por espectro. Para calcular los valores de
elipticidad molar se determind la concentracién de proteina por BCA de las muestras

filtradas.

2.4 Experimentos de desnaturalizacién inducidos por urea e hidroclorure de

guanidina y analizados por fluorescencia y dicroismo circular

Los experimentos de desnaturalizacién se realizaron con 50 ug mL™” de TIM a 25 °C en
TED 20/1/1 pH 7.4 a concentraciones crecientes de GdnHCl entre 0 y 6.0 M, y entre 0 y

9.0 M de urea. Experimentalmente se observd por IF v actividad, que a las 48 horas de
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incubacién con GdnHClI y a las 200 horas de incubacion con urea, las sefiales muestran una
variacién minima. A lo largo de este trabajo nos referiremos a estos tiempos como tiempo
de incubacidn,

Los cambios en la intensidad de fluorescencia a 322 nm (excitacién 295 nm) se
siguieron en el espectrofluorémetro ISS. El centro de masa espectral (SCM) de cada
espectro de fluorescencia se determiné con el programa de ISS que utiliza la siguiente
ecuacion: __

SCM=ZAIAVEI(A) (1)
Donde KA) es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A.

Por ofra parie, los cambios en elipﬁicidad se siguieron a 222 nm con un
espectropolarimetro AVIV 62 HDS con una celda de 0.1 em, termorregulada a 25 °C. En
ambos casos, se¢ restaron muestras de referencia con la correspondiente concentracién de

desnaturalizante.

2.5 Unién de ANS

Se afiadi® ANS 106 uM a cada una de las muestras con las diferentes
concentraciones de desnaturalizante bajo las mismas condiciones del apartado anterior. El
seguimiento de la unién y fluorescencia del ANS se hizo en el espectrofluordémetro ISS. La
longitud de onda de excitacién fue 360 nm y la longitud de onda de emisién se registrd en
un intervalo de 400-560 nm. A todos los espectros obtenidos se les restd un espectro de

referencia obtenide con soluciones sin proteina.
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2.6 Actividad catalitica de las muestras incubadas en urea e hidroclorure de
guanidina

Las muestras utilizadas para medir fluorescencia y DC se emplearon para medir
actividad catalitica. Como se menciond anteriormente, el ensayo para determinar la
actividad catalitica de la TIM es un ensayo acoplado a la reaccién de la enzima o-glicerol-
fosfato deshidrogenasa, por lo que es necesario evitar el efecto del desnaturalizante sobre
esta Gltima enzima diluyendo las muestras. Esta dilucién se debe hacer también debido a
que la determinacién de la actividad catalitica se realiza con una concentracién de TIM de 5
ng mL"' (es decir, una concentracién diez mil veces menor que Ia usada en Jos experimentos
de desnaturalizacion).
El protocolo para medir la actividad catalitica de las muestras incubadas a las diferentes
concentraciones de desnaturalizante es el siguiente (Vazquez-Contreras ef al., 2000): Las
muestras de TIM (50 pg mL™), se incubaron en TED 20/1/1 pH 7.4 por el tiempo de
incubacién correspondiente a urea o_GdnHCl en sus diferentes concentraciones.
En un primer paso, las muestras se diluyeron a 5 pg mL” de TIM manteniendo la
concentracion de desnaturalizante utilizado en la incubacion. En un segundo paso, las
muestras se transfirieron al medio para medir actividad catalitica (Borchert ef al., 1993), de
. tal manera que la actividad se midié con 5 ng mL™' de TIM y una concentracion residual de
GdnlHCl o urea de menos de 6 0 10 mM, respectivamente.

La dilucién podria modificar el equilibrio entre el dimero nativo, los intermediarios y la
forma desplegada de la TIM. Para dilucidar el efecto del primer paso del proceso sobre la
fraccion de las moléculas activas, se modifico el tiempo de incubacidn entre 10 segundos y

1 minuto, asi como la concentracién de la TbTIM de 1 a 10 pg mL™" y no hubo ningtn
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efecto. Para el segundo paso, se sabe que ¢l tiempo para la reasociacién de la ThTIM es del
orden de horas a las concentraciones de la enzima usadas para los ensayos cataliticos
(Zabori ef al., 1980; Gao et al., 1998). Si hay reasociacion, ésta debe verse comoe una
curvatura hacia abajo en las lecturas de los ensayos de actividad, mientras que la
disociacion se observarfa como una curvatura hacia arriba. Sin embargo, las lecturas de la
reaccién son lineales, indicando que no ocurre ni reasociacién ni disociacién de la proteina
durante el tiempo en que se lleva a cabo el ensayo. Esto nos permite suponer que el
equilibrio entre las moléculas activas e inactivas, no se modifica durante el ensayo de
actividad.
2.7 Ensayos de reversibilidad de la ThbTIM

La desnaturalizacién de la TbTIM (2.0-5.0 mg mL™") en TED 20/1/1 pH 7.4 durante e}
tiempo de incubacién a 25 °C, se llevd a cabo en concentraciones crecientes de urea (02 9.0
M) y de GdnHCI (0 a 6.0 M). Las muestras se diluyeron en TED 20/1/1 pH 74 a 50,5y 2
pg TIM mL"! y 80 mM de urea 0 60 mM de GdnHCI residual durante 24 hrs a 25 °C. La
intensidad de flucrescencia a 320 nm (excitacion 280 nm) y la actividad catalitica de las

muestras renaturalizadas se determinéd como se describié anteriormente.

2.8 Cromatografia de exclusién molecular y determinacién del radio de Stokes para la
desnaturalizacién con GdnHCl

Para los experimentos de cromatografia de exclusidn molecular se utilizéd una columna
Superdex 75 (Amersham Pharmacia) y un equipo de FPLC (Pharmacia, Uppsala Sweden)
con un detector de absorbencia UV con longitud de onda fija a 280 nm y un detector de
fluorescencia (Waters) utilizando 320 nm como longitud de onda de méxima emisién y 280

nm para la excitacion. La columna Superdex 75 es cstable en presencia de desnaturalizantes
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como urea y GdnHC] mientras se mantenga un pH de entre 3 y 12. El rango 6ptimo de
separacion de protefnag globulares es de 3000 a 70 000 (DDa) y su limite de exclusidn es de
100 000 (Da) (Amersham Pharmacia Biotech). El radio de Stokes se determing por el
andlisis del volumen de elucidn, con respecto a una curva de calibracidén que se realizé de
acuerdo a Uversky (1993).

2.8.1 Calibracién de la columna

En la construceién de la curva de calibracién se utilizaron proteinas de masa molecular y
radio de Stokes conocidos, tanto en condiciones nativas como en condiciones
desnaturalizantes (6.0 M de GdnHCl y 8.0 M de urea) (Uversky, 1993): transferrina,
albimina, ovoalbiiming, anhidrasa carbdnica, quimotripsinégeno, mioglobina, ribonucleaéa,
lisozima, citocromo ¢ e insulina. Estas proteinas se incubaron a una concentracién de 20 ug
mL" en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 para las protefnas nativas y GdnHCl 6.0 M en
TED 100/10/1 pH 7.4 para las condiciones desnaturalizantes.

Las muestras se pasaron por la columna previamente equilibrada en el mismo amortiguador
TED 100/10/1 pH 7.4 0 con GdnHC1 6.0 M a un flujo de 0.4 mL min™.

La deteccitn por fluorescencia es mas sensible que la de absorcién UV por lo que en lo
subsecuente utilizamos la curva obtenida por intensidad de fluorescencia, aclarando que no
hay variacidn alguna entre estas dos sefiales.

Los datos obtenidos (ver seccion de resultados) indican que las caracteristicas de la
columna no dependen de la presencia del desnaturalizante, por 1o que es posible utilizar una
sola curva que incluya la dependencia de la velocidad de migracion (1000/Vy) vs. el radio
de Stokes y que es descrita por:

1000/Vy = (1.4934)R, + 48.1495 2)
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La curva obtenida tiene un coeficiente de correlacién (r) de 0.9734 para 30 puntos
experimentales. La determinacién del radio de Stokes con la columna Superdex 75 tiene
una buena correlacion con lo reportado en la literatura, por lo que puede ser usada para
determinar las dimensiones de las proteinas en su estado nativo y desnaturalizado.

2.8.2 Muestras experimentales: TbTIM y RMOO-TIM

100 uL de TbTIM o RMMO-TIM (Saab-Rincon er al., 2001) (50 ug mL') incubadas
durante 48.horas a diferentes concentraciones de GdnHCl se inyectaron & la columna
Superdex 75 previamente equilibrada a la misma concentracion de GdnHCl. La RMMO-
TIM utilizada en este trabajo nos fue donada por la Dra. Gloria Saab del Instituto de
Biotecnologia, UNAM.

2.9 Superficie de exposicion al solvente y distancias entre los residuos triptofano en la
ThTIM.

El 4rea accesible al solvente de las cadenas laterales de los residuos W se calculd con el
programa NACCESS (Simon Hubbard, University College, U.X..) (Lee & Richards, 1971)
usando un radio de pruecba de 14 A y un ancho de corte de 0.1 A. Los valores de
exposicion al solvente se expresan como €l porcentaje de 4rea accesible de la cadena lateral
de un tripéptido AWA en su conformacién extendida. Para todos los calculos se utilizo el

archivo 5TIM del Protein Data Bank (PDB) (Wicrenga et al., 1991b).
2.10 istimacién de estructura secundaria

E! analisis del contenido de o hélice en los espectros de DC se realizé usando los

programas CDNN (Bohm ef al., 1992) y CDsstr (Johnson, 1999).
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2.11 Calculo de los valores de C ,, para los patrenes de desnaturalizacién con
GdnHCl |

Los valores de C » se calcularon con el programa Savuka ver. 5.1 (Bilsel ef al., 1998),
dividiendo el valor de AG de cada transicion entre el factor cooperativo (A). Debido a que
se observan dos transiciones por CD e IF, los valores de C i se calcularon asumiendo un

modelo de tres estados y para actividad catalitica se ajustd a un modelo de dos estados.
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3. RESULTADOS

3.1 Sobreexpresion de la ThTIM y las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

La TbTIM y las mutantes WI2F, W159F y WI12F/W193F se encuentran ¢lonadas en el
plasmido pET3a y en la cepa BL21{DE3) pLysS. Para inducir la expresion del gen de la
TIM en cualquiera de los casos se agregd una concentracion final de 0.4 mM de 1PTG, que
induce 1a transcripcion de la T7 RNA polimerasa. El gen a expresar esta bajo el control del
promotor T7 del plasmido pET3a. La T7 RNA polimerasa se une a este promotor e inicia la
transcripcién del gen. La cepa BL21(DE3)pLysS posee el plasmido pLysS, que confiere
resistencia a cloramfenicol y que permite que se produzcan pequefias cantidades de
lisozima. La produccién de lisozima por parte de la cepa, permite que la pared celular sea
digerida por ésta y sea mucho mds sencillo romper a las células. |

Se probaron diferentes temperaturas de induccidn, 15, 21, 28 y 37 °C para la
sobreexpresion de las mutantes. Las temperaturas de 28 y 37 °C fueron las que originaron el

mejor nivel de expresién. La expresion de las mutantes se realizé posteriormente a 37 °C.

3.2 Purificacién de TbTIM y de las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

La purificacién de la TbTIM se hizo de acuerdo al protocolo de Borchert y col. (Borchert
ef al., 1993) (ver material y métodos), con una columna de CM. Como la expresion de la
TIM se realiza en un sistema bacteriano, existe la posibilidad de que haya contaminacion de
la TIM de E.coli. El protocolo descrito en material y métodos presenta dos pasos en los que
se asegura que la TIM de E.coli no contamine la muestra. El punto isoeléctrico {pI) de ia
TbTIM es 9.85 mientras que el pl de la TIM de E. coli es de 5.86. El amortiguador de lisis

de la purificacién tiene un pH de 6.5, en estas condiciones, la TbTIM tiene carga positiva
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mientras que la TIM de E. coli tiene carga negativa. La primera centrifugacidn precipita
membrana celular a la cual se une la TOTIM, mientras que la de E.coli se queda en el
sobrenadante. La TbTIM se recupera al resuspender el botén aumentando la fuerza idnica
con 260 mM NaCl. El mismo criterio de separacion opera en la columna de CM, la cual se
corre en el amortiguador A, pH 8 (ver material y métodos).

En todas las purificaciones que se realizaron en este trabajo, se cargaron
aproximadamente 60 mg proteina total a la columna, obteniendo entre 35 y 45 mg de TIM
pura a partir de entre 15-18 g de células (3 L de cultivo). La purificacién de las mutantes
WI2F y WI2F/W193F se realizd siguiendo el mismo protocolo de purificacién de la
proteina silvestre. En resumen, se obtuvieron entre 20 y 25 mg totales de proteina por 15 g
de células (3 L de cultivo).

Para la mutante WI159F se siguid también el protocolo de purificacién de la proteina
silvestre, La tnica modificacién fue que la proteina antes de ser pasada por la columna de
CM ya estaba pura. Sin embargo se pasé por la columna para asegurar que no existiera
contaminacion de la TIM de E. col-i. En este caso particular, se obtuvieron 164 mg mL"
para 18 g de células.

Tanto para la purificacion de la ThTIM come de las mutantes, el andlisis densitométrico
del gel (SDS-PAGE) mostré que la banda correspondiente a la TbTIM representa entre el

98 v 99% de la proteina total.

3.3 Propiedades cataliticas de la TbTIM y de las mutantes WI2F, W159F y
WI12E/W193F
La TbTIM asi como las tres mutantes de la TIM de tripanosoma, se purificaron a

homogeneidad y se determinaron sus pardmetros cataliticos. Los resultados se pueden
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observar en la Tabla I. Los parametros cataliticos de las enzimas estudiadas son similares
por lo que podemos sugerir que en su estado nativo el sitio catalitico de las mutantes

conserva sus propiedades. La figura 2 muestra la posicién de los W en la TbTIM.

Tabla 1. Propiedades cataliticas y de fluorescencia de la ToTIM y las mutantes WI2F,
WIS9F y WI2F/W193F. Los pardmetros cataliticos se determinaron como se describic en
material y. métodos. En el caso de los pardmetros de fluovescencia, los espectros de
emision se determinaron excitando a 295 nm y lomando un rango de emision de 310-400

nm. SCM (centro de masa especiral).

Enzima Kn Posicion de Jos Wi .. S.C.M,
{(mM) Ko (min’) restantes (nm)
TbTIM 0.20 [0.87x10° }12,90,159,170,193 | 322 336.7
| WIZF 034 076x10° [90,159,170,193 322 336.8'
WI2F/W193F [0.65 [1.12x10° |90,159,170 322 337.3
W159F 028 [1.07x10°  [12,90,170,193 322 336.7
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3.4 Propiedades espectroscopicas de la ThTIM y de las mutantes W12F, W159F y
WI12F/W193F

Dicrofsmo circular

Los espectros de DC para la TbTIM y las mutantes (Figura 3A) son muy similares,
indicando que no hay cambios considerables en la estructura secundaria de las cuatro
mutantes en su estado nativo respecto a la proteina silvestre. Los espectros se analizaron
con los programas CDNN (Bohm et al,, 1992) y CDsstr (Johnson, 1999). Ambos métodos
indicaron que el porcentaje de o hélice y [ plegada de la TbTIM silvestre y las tres

mutantes s pricticamente el mismo.

Fluorescencia intrinseca

El espectro de fluorescencia intrfnseca de las cuatro proteinas indica que las enzimas
poseen el mismo valor de A ;x (322 nm) y del centro de masa espectral (SCM) (Tabla 1).
Las mutantes construidas en este trabajo son sustituciones de W por F, por lc que en
ausencia de efectos de apagamiento de la fluorescencia se espera una disminucion de la
eficiencia cudntica en todas las mutantes. En el espectro de la mutante W12F, hay una
disminucién de un 40 % en la intensidad de fluorescencia en la A, al compararla con la
- TbTIM (Fig. 3B). La sustitucién de un segundo W en WI12F/W193F muestra sélo una
disminucién del 20 % en la intensidad de fluorescencia comparada con la TbTIM, es decir,
la eficiencia cudntica de W12F/W193F es mayor que la de W12F (Fig. 3B). Este resultado
sugiere que el W193, se encuentra apagando la fluorescencia de otro triptofanoc. Para que

esto sea posible, es necesario que el WI193 sea un residuo expuesto al solvente, de tal
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manera que pierda la fluorescencia al medio. Por otro lado se requiere que el W193 se

encuentre cercano a otro W.

30000
- A
— 20000 %
"6‘ A Tn‘;
g <
= 10000 |- o
ol -
£ L
B %
o
£ o0 %
(o]
5 - )
Q‘
-10000 [ Ry
-20000 S N (RN S ISV EN SN S S S|
200 220 240
-~ 100 B
L]
2
g 80
[=1
2
£ 60
=
i
S 40
~3
=
E 20
= N,
0 1 ! ] L | ] |

300 320 340 360 380 400

Longitud de onda de emisién (nm)

3. Espectros de dicreisme circular e intensidad de fluorescenciu. Los especiros de DC (A) e IF (B) de la
THTIM silvestre, W12F, WI2F/W193F y WI59F en condiciones nativas. {A) Espectro ¢ DC de TbTIM (o),
WI2F {0), WIZF/W193F (V) y W159F {#) en i0 mM de amortiguador de fosfatos pH 7.4. (B) Espectro de
emisién de flucrescencia para WI12F (— — — ), WI59F (- --), WI2F/W193F (- —-—- —) ¥y TbTIM {
————— ). Los espeetros de fluorescencia se obtuvieron a 50 pg mL™* de TIM en TED 20/1/1 pH 7.4
(longitud de onda de excitacién=295 nm).
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E! andlisis del porcentaje de 4rea de exposicion al solvente fue calculado con el
programa NACCESS (Lee & Richards, 1971), los resultados se muestran en la tabla 11. De
los cinco residuos W de la ThTIM, el W193 es el més expuesto, (18.6 %).

El apagamiento de la fluorescencia depende en gran medida de la distancia entre Ws,
por lo tanto, s¢ realizé un andlisis de la distancia entre el W193 y los otros cuatro Ws,

En la tabla ITI se observa que el W159 es el W mais cercano a W193. En la Figura 3B
podemos observar que la mutante WIS9F tiene esencialmente el mismo espectro de
emisién de fluorescencia de THTIM. Esto sugiere claramente que en el estado nativo, el
WI159 no contribuye al espectro de fluorescencia intrinseca de la TbTIM debido al
apagamiento de la fluorescencia del W193. Esta hipétesis podria ser corroborada con Ia
mutante W193F (para la cual se esperaria un incremento en la eficiencia cuéntica). En este
trabajo, también se construyé dicha mutante, sin embargo tanto la sobreexpresién como la

purificacién de la misma no fueron exitosas.
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Tabla 1. Porcentaje de exposicion al solvente de los residuos triptofano en la TBTIM. La
determinacion de la superficie del drea expuesta al solvente de las cadenas laterales de los
residuos W de la ThTIM se realizé por medio del programa NACCESS (Simon Hubbard,
University College, U.K.) implementando el algoritmo de Lee & Richards (1971) usando
un radio de prueba de 1.4 A y un ancho de corte de 0.1 A. Estos valores se expresan como
el porcentaje del drea accesible al solvente de la cadena lateral del tripéptido Ala-Trp-Ala
en una conformacion extendida. Se usaron las coordenadas de la ThTIM a partir de la
estructura STIM del PDB (Wierenga et al., 19915).

Triptofanos de la ThTIM

Exposicidn al solvente (%)

W12 (interfase) 02
W0 9.5
W1i59 25
W170 (asa catalitica) 38
w193 8.6

Tabla III. Distancias entre el triptofane 193 y los triptofanos restantes de la ThTIM.
Distancias entre el Cif del W193 y el Crfde los demds Ws en la ThTIM. Las coordenadas

se tomaron de la estructura STIM del PDB (Wierenga et al., 1991b).

Par de triptofanos Distancia (A)*
W193-W12 330
W193-W90 202
W193-W159 6.1
W193-W170 223
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3.5 Ensayes de estabilidad a 1a dilucion de ThbTIM, W12F y W12ZF/W193F

ThTIM
Para los ensayos de estabilidad a la dilucion se utilizé un intervalo de concentracidn entre
0.0625 vy 40 g mL de TbTIM. Se determinG la actividad de la enzima a las 24 y 200 hrs
de incubacidn.

A las 24 horas la TbTIM incubada entre 0.5 pg mL"' y 40.0 ug mL™!, mantiene mas del
80 % de su actividad catalitica. Las concentraciones menores, entre 0.0625 y 0.25 ug mL"*
de TbTIM pierden entre un 40 y un 50 % de su actividad durante estas primeras 24 hrs.
(Fig. 4A simbolos llenos).

A las 200 hrs de incubacidn, la TbTIM incubada a altas concentraciones de protefna (20,
2 y 1 pg mL"') han perdido hasta un 40 % de actividad catalitica, mientras que las
concentraciones menores a 1 pg TbTIM ml,* han perdido por completo su actividad
catalitica (Fig. 4A simbolos vacios).
WI2F
La curva de dilucién de la mutante W12F obtenida después de 24 horas de incubacién, se
divide practicamente en dos partes (Figura 4 B): En la primera, la enzima mantiene entre el
70 y el 100 % de su actividad catalitica, y corresponde a las muestras con conceniraciones
mayores a | pg mL™', La W12F pierde por completo la actividad a partir de 0.5 ug mL™,
por lo que es mas inestable a dilucidén que la TbTIM. Es importante recordar que el W12
esté sustituido en esta mutante por una F, y es un residuo que se puede considerar de la

interfase. Aungue este residuo no tiene contacto con la otra subunidad, se encuentra en el
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area de la interfase, por lo que no es de extrafiarse que su sustitucion provoque justamente
una mayor sensibilidad a la dilucion,
WI12F/W193F

En la Figura 4C observamos que la actividad catalitica de la mutante W12F/W193F
disminuye de manera gradual. Mientras la mutante W12F tiene un quicbre importante en [a
pérdida de la actividad como se mencioné antes, a 0.5 pg mL" ya que ha perdido
completamente su actividad catalitica, la mutante WI2F/WI193F a esta misma
concentracion mantiene atn el 40 % de su actividad, v la pierde hasta tener un 10%

solamente a 0.0625 g mL™'.

Si comparamos los resultados de las dos mutantes con la proteina silvestre, es clare que
ambas mutantes son menos estables a la dilucion, ya que a concentraciones menores a 0.5
g mL™ en Ja proteina silvestre permanece mas del 50 % de la actividad catalitica, mientras

que fas mutantes han perdido entre el 80 y 103% de su actividad.
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Fignra 4. Estabilidad a la dilucion, Resultados de la estabilidad a la difucidn de la TOTIM (24 () y 200
horas (0) y las mutantes WI2F y WI2F/WI93F. Las muestras se incubaron a diferentes concentraciones de
protefna y su actividad catalitica fue determinada después de 24 horas. Las lineas punteadas no son

resultado de un ajuste.
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3.6 Ensayos de reversibilidad de 1a ThTIM y W12F/W193F

Los ensayos de reversibilidad se llevaron a cabo con muestras de las diferentes etapas
del pairén de desnaturalizacidn (nativa, fase de transicidn y desplegada) durante ¢l tiempo
de incubacion determinado para cada desnaturalizante (48 horas para GdnHCI y 200 horas
para urea, ver discusidn). Después de 24 hrs de la dilucién del desnaturalizante, se
determind la actividad catalitica de estas muestras asi como los espectros de fluorescencia
intrinseca 300-400 nm (excitacién 280 nm),

Las figuras 5 y 6 muestran la actividad catalitica y la longitud de onda de méxima
emision de las muestras renaturalizadas dé la TbTIM (Fig.5) y de la W12F/W193F (Fig. 6)
a diferentes concentraciones de urea durante 200 horas. La renaturalizacion de las proteinas
se realizé a 50, 5 y 2 pg TIM mL 'durante 24 hrs en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 a

25 °C.
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Figura 5. Recuperacion de la actividad catalitica y Ar,. de la ToTIM por la desnaturalizacidn con urea. La
renaturalizacion de la THTIM a 50( 4= ) 5( 0 - =~ ) y 2(# =) ug mL" se midid por actividad catalitica
(A) y por el valor de A, de los espectros de emision de fluorescencia (emision 300-400 nm, excitacidn 280
nm) (B). Las lineas dibujadas no son el resultado de un gjuste.

Después de desnaturalizar a 0.5 y 1.0 M de urea, para las tres concentraciones de proteina
empleadas, la ThTIM y la mutante WI12F/W193F recuperd mas del 80 % de la actividad
catalitica. La dilucién de las concentraciones intermedias (3.5 y 4.0 M) y altas (6.0 y 7.0 M)
de urea, no permite ia recuperacién de los valores de actividad de las proteinas nativas. Esto

se observa muy claramente en la actividad catalitica y el valor de A, de las muestras
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incubadas entre 3.0 y 7.0 M de urea. La disminucién de la concentracion de TbTIM entre 2
y 5 pg mL™! tampoco causa una recupetacion de los pardmetros en las muestras incubadas

entre 3.5 y 7.0 M de urea.
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Figura 6. Recuperacién de la activided catalitica y Mg de la mutante WI2F/WI93F por la
desnaturalizacién con ured. La renaturalizacion de ThTIM a 50(4™ ) 5o ---)y 2(¢ ) pg mL! se
midié por actividad catalftica (4) y por el valor de A,y de los espectros de emision de  fluorescencia
(emisién 300-400 nm, excitacion 280 nm) (B). Las lineas continua y punteadas no son el resultado de un

ajuste.
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La reversibilidad después de la desnaturalizacion para GdnHCI se muestra en las Figuras
7 (ToTIM) y 8 (WIZF[W193F). Para la TbTIM se observa un porcentaje de recuperacion
de la actividad (Fig. 7A) de mas del 80 % entre 0 y 0.5 M de GdnHCL. Para las
concentraciones intermedias de GdnHCI (entre 1.3 y 1.5 M) no hay recuperacién de la
actividad catalitica en cualquiera de las concentraciones de proteina usadas. Sin embargo, a
4.0 y 6.0 M de desnaturalizante hay una recuperacion del 20 % de la actividad a 5 pg
THTIM mL" y de 60% a 2 ug TOTIM mL™. La recuperacion del valor de Amsx de la proteina
nativa (Fig. 7B} muestra el mismo comportamiento, es decir, a bajas concentraciones de
desnaturalizante s recupera el valor de 320 nm, mientras que entre 1.3 y 1.5 M de GdnHCI
el valor de Ay 85 de hasta mas de 330 nm. La incubacidén a altas concentraciones de
GdnHCi (4.0 y 6.0 M) indica que conforme disminuye la concentracion de proteina se
recupera el valor de Asx de la proteina nativa. Es decir, a una concentracion de THTIM de 2
ug mL" se recupera el valor original.

En resumen, a menor concentracién de proteina en el paso de renaturalizacion, la
THTIM recupera un mayor porcellltaje de actividad catalitica ¥ su valor de Ams. Sin
embargo, la incubacién entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCI muestra que la desnaturalizacion de la
TbTIM es irreversible.

En la mutante W12F/W193F (Fig. 8 A y B), sdlo para la renaturalizacién a 5 ug mL™' se
observa una renaturalizacién del 60 % a 4.0 y 6.0 M de GdnHCL. Para todos los casos, a 1.3

¥ 1.5 M de GdnHCI, la doble mutante pierde actividad por completo, y al igual que en
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GdnHCL La renaturalizacidn de la ThTIM a 50( 4 '} 5(0-- -}y 2{#—-) pg mL” se midié por actividad
catalitica (4) y por el valor de Anax de los espectros de emisidn de  fluorescencia (emision 300-400 nm,
excitacién 280 nm) (B). Las lineas continua y punteadas no son resuitade de un ajuste.

la proteina silvestre, s6lo entre 0 y 0.5 M el porcentaje de recuperacion de la actividad es
considerable.

El valor de Ans se recupera sélo para este mismo caso (5 g TIM mL'y 4.0 y 6.0 M).
En general el comportamiento es el mismo, las altas concentrac;ones de proteina tanto la

TbTIM silvestre como la mutante W12F/W193F afectan el nivel de recuperacién de los

51



% Actividad catalitica .

336
334
332
330
328
326
324
é22
320 4

L S A T T A O A e |

Longitud de onda de mixima emisicn (nam)

GdnEHC1 (M)
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TETIM mL " se midié por actividad catalitica (4) y por el valor de Ans de los espectros de emisién de
uorescencia (emision 300-400 nm, excitacién 280 nm) (B). Las lfneas continug y punteadas no son resultado
de un afuste. ) ‘

pardmetros cuantificados. En la doble mutante, la concentracién de proteina dptima es 5 pg
mL"”, ¥ no 2 pg TIM mL"!, Esto se debe a que a 2 pg mL! la mutante W12F/W193F ha
perdido aproximadamente el 50% de actividad ain en ausencia del desnaturalizante como
1o muestran los resuitados de estabilidad a la dilucion (Fig. 4C),

En resumen, con excepcion del intervalo entre 0 y 1.5 M urea y entre 0 y 0.6 M

GdnHCl en el cual hay entre un 80-100% de renaturalizacién, ninguna de las otras muestras
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recupeta las sefiales caracteristicas de la enzima nativa. Con esto se concluye que el
proceso de desnaturalizacion de la TbTIM en urea y GdnHCl es irreversible.

Existe la posibilidad de que la irreversibilidad sea causada por reacciones de
degradacién quimica, resultado de los largos tiempos de incubacidn (principalmente en
urea), por lo que la actividad catalitica de las muestras renaturalizadas se determind
también durante periodos cortos (entre 3 y 24 hrs) de desnaturalizacion con urea. Para estos
tiempos cortos de incubacién se observd un bajo nivel de reactivacién que muestra ser
independiente de los tiempos de desnaturalizacion. Esto nos indica que la irreversibilidad
de la reaccién es causada muy probablemente por un plegamiento inadecuado y por la
asociacion incorrecta de la ToTIM (datos no mostrados). Desgraciadamente, la degradacion

quimica de la TbTIM a tiempos largos no puede descartarse con este experimento.

3.7 Desplegamiento de la ThTIM y de las mutantes W12F y W12F/W193F

El patr6n de desnaturalizacién de 1a TbTIM y de las mutantes W12F y W12F/W193F se
midié por dicroismo circular, actividad catalitica, determinacién del SCM, intensidad de
fluorescencia a Amsx asi como por unién de ANS. La determinacién de valores. de DC,
actividad catalitica y fluorescencia intrinseca de las muestras (50 pg mL™' en TED 20/1/1
pH 7.4) de la TbTIM y las mutantes WI12F y W12F/W193F incubadas a las diferentes
concentraciones de urea o GdnHCI se hicieron paralelamente, a partir de la misma muestra,
durante el mismo dia. La siguiente parte de los resultados esta dividida por el
desnaturalizante utilizado, se presentan los resultados obtenidos usando urea en la primera

parte y posteriormente [os obtenidos en GdnHCL.
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3.7.1 Desplegamiento inducido por urea
Dicrolsmo circular .

El desplegamiento de la TbTIM, asi como de las mutantes W12F y WI2F/W193F en
urea se siguié por DC en la region del UV lejano. El valor de elipticidad a 222 nm para
cada una de las muestras sc usé para calcular los valores de Fy,p, (Figura 9). Los cambios
en la estructura secundaria de las tres proteinas no son monofasicos, es decir, se observan
claramente dos transiciones, sugiriendo fuertemente la presencia de por lo menos un
intermediario. En concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea se observa una regién de
plataforma en la séﬁal de DC en la cual los cambios ¢n la elipticidad sen pequefios. Los
resultados de la Figura 9 muestran que la regién de plataforma se incrementa y se vuelve
mis evidente en el orden TbTIM<WI12F<W12F/W193F, La sustitucién de un W hace mis
sensible a la protefna con respecto a la accién del desnaturalizante. Y como se puede
observar, la sustitucién de dos residuos W la hace todavia mdas sensible que la mutante
sencilla y que la silvestre, aunque las constantes cataliticas (Tabla I) entre esta ultima y las
mutantes pueden considerarse equi;'alelntes. Los valores de C » de las dos transiciones

observadas por DC se listan en Ja Tabla IV,
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Figura 9. Desplegamiento de la TOTIM en urea seguide por DC en In regién de UV lejano. La Jraccién
aparente de moléculas nativas (Fyg) se calculs con la ecuacion Fyupp = Yx-Yu/¥n-Yu, se muestra la Fyop
caleulada a partir de la ecuacion Fopy= Yx-Yu/¥n-Yu donde Yu es la seflal de la proteina desnaturalizada,
Yn es la sefial de la proteina nativa y ¥x la sefial a X concentracién de desnaturalizante, usando los valores
de elipticidad a 222 nm (@) de la desnaturalizacion de la T6TIM (#) y las mutantes WI2F (0)
WI2F/WI93F (V) incubadas 200 horas en urea (50 pg mL™),
Unidén de ANS

La titeratura reporta que la fluorescencia del ANS aumenta conforme disminuye la
polaridad del solvente (Stryer, 1965). Esta caracteristica ha resultado Gtil para detectar la
presencia de intermediarios (Ptitsyn et al., 1990, Semisotnov et al., 1991) ya que la unién
de ANS a intermediarios del plegamiento estd acompaiiado por un incremento en la
intensidad de fluorescencia de esta molécula, ya que s¢ une a regiones hidréfobicas

parcialmente expuestas de la proteina (Chénez-Cardenas, 1998). El ANS no muestra una

fluorescencia significativa se uhe a proteinas nativas, en las que las regiones hidrefobicas
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estan totalmente ocultas al solvente, o a proteinas desnaturalizadas en las que las regiones
hidrofdbicas estin totalmente solvatadas.

La fluorescencia del ANS en presencia de TbTIM y WI12F, W12F/W193F incubadas en
diferentes concentraciones de urea se muestra en la Figura 10. En las tres proteinas
observamos un incremento en la fluorescencia del ANS a concentraciones intermedias de
desnaturalizante. A concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea, se observa un méximo en la
intensidad de fluorescencia para la TbTIM. Para la WI2F y la WI12F/W193F el aumento en

la sefial del ANS es mayor a partir de 1.5 0 1.0 M de urea respectivamente.
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Figura 10. Incremento en la fluorescencia de ANS por la incubacicn a diferentes concentraciones de urea,
100 pM de ANS se afiadié a las muestras (50 ug mL” en TED 2071/ pH 7.4} de TbTIM (o), WiI2F (o) ¥
WI2F/WIIF (V) incubadas 200 horas a las diferentes concentraciones de urea. La intensidad de
Sfluorescencia del ANS se determiné a 480 nm (A excitacién= 360 nm).
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Las mutantes se desnaturalizan a menores concentraciones de urea (como se¢ cbservé en
la figura 9), aparentemente las mutaciones disminuyen la "estabilidad" de la conformacién
nativa, por lo que el equilibrio se mueve hacia el intermediario (I) permitiendo que éste se
observe.

Por otra parte, 1a fluorescencia del ANS es mayor en W12F/W193F que en W12F y que
en TbTIM (Fig. 10). Puede ser que el (los) intermediario(s) presente(s), tengan una mayor
superficie hidrofobica expuesta al solvents, o bien que su concentracién sea mayor.

Las concentraciones de desnaturalizante en las cuales se observa el méximo de
fluorescencia de ANS, corresponden a la regidn en plataforma observada en los resultados

obtenidos por DC (Figura 9).

Actividad catalitica

El método para calcular la actividad catalitica para las muestras incubadas en presencia
de desnaturalizante se describe en lé seccion de Material y Métodos (Vazquez-Contreras et
al., 2000). Este método es de gran importancia ya que es necesario diluir la muestra, de la
concentracién usada para medir los parimetros espectroscépicos (50 mg mL” ) a la
concentracion usada para medir actividad catalitica (5 ng TbTIM mL™! ).

La actividad catalitica de la TbTIM y sus mutantes después de la incubacién en
diferentes concentracic_mes de urea se observa en Ia Figura 11, Al igual que lo observado
por DC, la actividad catalitica de la doble mutante WI2F/W193F se pierde a
concentraciones menores de desnaturaliza‘ntc que en fa W12F o en la TbTIM. Es claro que

para la actividad catalitica (y a diferencia de la figura 9), existe una sola transicion donde se
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pierde practicamente toda la actividad catalitica. Los valores de C i para la transicion
observada en cada una de las enzimas se observa en la Tabla IV.

La actividad catalitica de la TIM se ha atribuido siempre al dimero native {(Zabori et al.,
1980), por otro lado, ninguna de las proteinas muestra actividad catalitica en la region de
plataforma detectada por DC (Figura 9) que corresponde también al maximo de unién de
ANS (Figura 10). Esto indica que el o los intermediarios observados entre 2.0 y 5.0 M de

urea pricticamente no presentan actividad catalitica.

1.4
1.2

-

0.8
0.6
04
0.2

Fy app

LU L AL L

P I N | L;_l_l 1_‘1'_‘[' ‘I’._l_‘l"l’l‘l'
t 2 3 4 5 6 7 8 9
Urea (M)

(=]

Figura I1. Actividad catalitica durante el desplegamiento de la ThTIM y las mutantes WIZF y
WI2F/WI93F. Actividad catalitica de la de THTIM (#), WI2F (0} y WIZF/WI93F (V) (50 yg mL™” en TED
20/1/1 pH 7.4) incubadas 200 horas a las diferentes concentraciones d¢ wrea. La fraccién aparente de
moléculas nativas (Fuuy) se caleulé con la ecuucion Fugpp = Yx-Yu/¥n-Yu,

Fluorescencia intrinseca
En ausencia de desnaturalizante, el espectro de emisidn de fluorescencia de la ThTIM
tiene su Ama a 322 nm (Figura 3 B y Tabla I). A concentraciones de desnaturalizante entre

4.0y 6.0 M GdnHCI o entre 8.0-9.0 M urea, el valor dé Amax llega hasta 356 nm y el valor
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de intensidad de fluorescencia disminuye considerablemente. Esto indica la exposicidn
completa de los residuos W al solvente.

El centro espectral de masa (SCM) es semejante para la TbTIM y sus mutaritcs (Tabla
D). El efecto de la urea en e] SCM se observa en la Figura 12A, en la cual se puede observar
que entre 0 y 2.0 M de urea el cambio en SCM es apenas perceptible. Entre 2.0 y 6.0 M de
urea hay un aumento del valor de SCM y un evidente escalén. A partir de 6.5 M de urea los
cambios también son muy ligeros. Las concentraciones de urea a las cuales se observa el
cambio mas drastico y el escalon en los valores de SCM son las mismas concentraciones
donde se observa la meseta por DC (Figura 9) y la maxima unién de ANS (Figura 10). La
grafica sugiere (Fig. 12A) que hay un intermediario visto por cambios en el SCM a lo largo
del aumento de la concentracién del desnaturalizante. Se calcularon los valores de Figp,
para obtener el valor de C , de las dos transiciones observadas para cada una de las
proteinas (Tabla 1V).

El efecto de la urea en la intensidad de ﬂuore.scencia de TbTIM y de las mutantes WI12F .
y WI2F/W193F se muestra en la Figura 12B. Para la TbTIM, los cambios en la
fluorescencia para el desplegamiento con urea muestran dos transiciones de similar
amplitud. La primera, entte 2.0 y 2.5 M y la segunda entre 4.5 y 6.0 M de urea (Figura 12B
#). La mutante W12F, muestra una sola transicién entre 4.0 y 6.0 M de urea (o). Por
filtimo, el patrén de desnaturalizacidn de la mutante W12F/W193F (V) es similar al de la

TbTIM. Sin embargo, la amplitud de la primera transicién es menor.
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Figura 12. Desplegamiento de la ToTIM y las mutautes WI2F y WI2F/W193F seguido por cambios en Ia
Aluorescencia intrinseca, Se determinaron los espectros de fluorescencia intrinseca (emision 310-400 nm,
excitacién 295 nm} de las muestras incubadas 200 horas. ToTIM (e), Wi2F (o) y WI2F/WI93F (V)(50 ug
mL en TED 20/1/1 pH 7.4). En A se grafican los cambios en el SCM como respuesta al incremento en la
concentracion de wrea. Se muestra la Fugy, calculada a partir de la ecuacion Fygp= Yx-Yw/'Yn-Yu para
calcular el valor de C \, de cada una de las transiciones, donde Yu es la sefial de la proteina desnaturalizada,
Yn es la sefial de la proteina nativa y Yx la sefial a X concentracion de desnaturalizante. El valor de SCM se

. caleuld a partir de la formula SCM=XAAYZIHA} (ver Material y Métodos). B. Intensidad de fluorescencia
a 322 nm.
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El objetivo inicial de comparar los patrones de desnaturalizacion obtenidos por
fluorescencia de la TbTIM y las dos mutantes, fue tratar de dilucidar qué regiones de la
proteina se exponen al solvente a lo largo de la curva de desnaturalizacion. Es claro que el
patrén de desnaturalizacién involucra por lo menos un intermediario, y que el intervalo
donde éste se observa tanto por SCM como por IF, corresponde a la regién en la que se
identificé por DC y fluorescencia del ANS. Apoyados en la identificacién del W193 como
apagador de la fluorescencia del W159 (Figura 3B y Tabla IiT} asi como de los triptofanos
expuestos u ocultos al solvente (Tabla II), proponemos un patrén de desnaturalizacion para
la TbTIM al incrementar la concentracion de urea. Esta hipotesis se expone y explicaen la

seccion de Discusidn.

Tabla IV. Valores de C 1, de las transiciones, calculados a partir de los valores de Fiyp para
la desnaturalizacion inducida por urea obtenidos por actividad catalitica (Fig. 11),
fluorescencia (Fig 12 A) y DC (Fig. 9).

Primera transicion Segunda transicién

[Ureal,, [Ureal,,
wt 25 '
Actividad WI2F 1.5 No detectable
{Urea]iz WI2F/W193F 1.5
DC wt 1.38 wi 5.2
[Urea), W12F 1.75 W12F 56
WI12F/W193F 1.55 WIZ2F/W193F 5.75
SCM wi 2.8 wi 5.5
[Urea], WIZF 2.3 W12F 5.3
WI2F/W193F 20 WI2E/WI193F 5.6

61



3.7.2 Desplegamiento inducide por GdnHC}
Dicrefsme circular

La desnaturalizacién de la TbTIM y las mutantes W12F, W12F/W193F inducida por
GdnHCI se siguid por DC en la regidn de UV lejano. Los cambios en los valores de la
elipticidad a 222 nm se usaron para determinar la fraccién aparente de moléculas en el
estado native (Fuep,) (Figura 13). Es clare que el patrdn de desnaturalizacién no es
monofasico, pues presenta una meseta que es mas evidente en el orden WI12F/W193F >
WI2F > TbTIM. Al igual que en urea, la doble mutante es mas sensible al desnaturalizante
que ia W12F y la TbTIM silvestre. Por otro Iado el patron de desnaturalizacion bifdsico
sugiere ta presencia de por lo menos. un intermediario.

La pl_ataforma se observa a concentraciones de GdnlICl entre 1.0 y 2.0 M. Los espectros
de dicroismo circular de la proteina sin despaturalizante y 2 1.2, 1.4 y 1.8 M de GdnHC], se
utilizaron para calcular el porcentaje de ¢ hélice mediante los programas CDNN y CDsstr
{Bohm ef ai., 1992., Johnson, W.C., 1999), Este andlisis indico que ¢l contenido de o hélice
disminuye hasta casi un 50 %. Los valores de C 1, para las dos transiciones observadas
indican que el valor de C , de la primera transicion es menor en la proteina silvestre (Tabla
V). Por otro lado, los valores de C y; de la segunda transicién son practicamente similares
para las tres enzimas indicando que la meseta, que es mas evidente en la doble mutante que
en la mutante sencilla y que en la TbTIM silvestre, es el resultado de la desestabilizacién de

la proteina nativa.
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Fipura 13. Cambios en la seiial de dicrolsmo circular en el UV lejano como funcion del aumento en la
concentracin de GdnHCL La fraccién aparente de moléculas nativas (Fy,,) se calculd con la ecuacion
Foiopp = Ye-Yw/¥Yn-Yu (ver pie de figura de la Fig. 9} usando los valores de elipticidad a 222 nm () de la
desnaturalizacion de la TOTIM () y las mutantes WI2F (@) WI2F/WI93F (V) incubadas 48 horas en
GdnHCl (50 ug mL™')

Unidn de ANS

Para reforzar la hipdtesis sobre la existencia de un intermediario en la desnaturalizacion
de la TbTIM se utilizé la unién y fluorescencia de ANS. La Figura 14 muestra el aumento
en la fluorescencia del ANS en presencia de la TbTIM y las dos mutantes después de la
incubacién a diferentes concentraciones de GdnHCI. Como se puede observar, las tres
protefnas tienen un pico méximo de fluorescencia del ANS a concentraciones entre 1.0 y
2.0 M de GdnHCI, es decir, a las mismas concentraciones donde se observé la plataforma
en la Figura 13. El intervale donde se observa este aumento en la fluorescencia se
inctementa en el orden TbTIM < WI12F < WI12F/WI193F (Fig. 14) y la fluorescencia del

ANS es mayor para la mutante WI12F/W193F que para la mutante sencilla y la proteina
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silvestre. Como en ¢l caso de los resultados con urea, esta fluorescencia mayor puede
deberse a que el (o los) intermediario(s) tienen una superficie hidrofbbica expuesta mayor o

a que existe una mayor fraccién de moléculas en este estado (o estados).

40000

30000

20000

10000

Intensidad de fluorescencia del ANS (u.a.)

GdnHCI (M)

Figura 14. Incremento en la fluorescenciq del ANS a diferentes concentraciones de GAnHCL Las muestras
de ToTIM (), WI2F (o) WI2F/WI93F (V) (50 ug mL*) se incubaron 48 horas q diferentes conceniraciones
de GdnHCI. Se afadid ANS 100 uM y se midié la intensidad de fluorescencia (longitud de onda de excitacién
=360 nm, longitud de onda de emisién = 480 nm).

Actividad catalitica

La figura 15 muestra la actividad catalitica de la TbTIM y las mutantes WI2F y
WI2F/W193F después del periodo de incubacion con GdnHCI (48 hrs). Como se puede
observar, (Fig. 15) en el patrén seguido por actividad existe una sola transicion. Los valores

de C y;, calculados para esta (inica transicidn indican que la W12F/W193F pierde su
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Figura 15. Actividad catalltica durante el desplegamiento de la TOTIM y lus mutantes WI2F y
WI2F/WI93F. Actividad catalitica de la de THTIM (), WI2F (0} y WI2F/WI93F (V)(50 ug mL" en TED
2001/t pH 7.4) incubadas 48 horas a las diferentes concentraciones de GdnHCL La fraccién aparente de
moléculas nativas (Fygp,) se calculd con la ecuacion Fuy,, = Ya-Yu/¥n-Yu fver pie de figura de la Fig. 9)

actividad catalitica a menores concentraciones de desnaturalizante (C_ =0.75 M) que la
mutante sencilla WI2F (C 4 = 0.82 M) o que la TbTIM (C = 1.08 M) (Tabla V). Este

mismo compottamiento se observa para los valores de C 4, obtenidos por DC.

Fluorescencia intrinseca
El cambio en la fluorescencia intrinseca de Ia TobTIM y las dos mutantes se siguid a partir
del espectro de fluorescencia (Figura 16A) y mediante la intensidad de la fluorescencia (IF)
a 322 nm (Amax de la proteina nativa) (Fig. 16B)

El SCM de las proteinas nativas es 336.7 nm (Tabla I} y cambia a 358 nm en 6.0 M de
GdnHCL. La curva de desnaturalizacién obtenida por el cambio en el SCM no es

monofasica. La meseta es poco evidente para la ThTIM silvestre, sin embargo es muy clara
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para las dos mutantes. La comparacién de las tres enzimas muestra que la transicion es mas
evidente WI12F/W193F que en WI2F y que en la TbTIM. De acuerdo con esta
observac.ién, los valores de C y obtenidos son diferentes para las tres enzimas (Tabla V), sin
embargo son muy similares con los valores de C » obtenidos por las diferentes téenicas para
cada una de las proteinas (Tabla V). Esto apoya una vez més la propuesta de que la
sustitucién de los residuos W en la TbTIM provoca una desestabilizacion de la proteina
nativa.

En contraste, la segunda transicion, es muy similar en las {res enzimas, de hecho, las
curvas pricticamente se sobreponen, lo que nos indica que a estas concentraclones de
GdnHC! 1a desnaturalizacion de las tres enzimas se lleva a cabo a partit del mismo
conférmero, probablemente un mondmero. El efecto de la GdnHCI en la IF de la TbTIM
silvestre, y de las mutantes W12F y W12F/W193F se observa en la figura 16B. La ThbTIM
silvestre tiene un patron de desnaturalizacién con dos transicicnes, y el punto de inflexidn
se observa a 1.5 M de GdnHCI sugiriendo una vez mds la presencia de un inteﬁnediario. La
W12F presenta una sola transicién cuyo valor de C 4 ¢s de 2.0 M (Tabla V). La mutante
WI2F/W193F presenta dos transiciones, la primera se encuentra entre 0.2 y 1.0 M de
GdnHCL Se observa una meseta entre 1.0 y 1.8 M. Finalmente, entre 1.8 y 3.0 M de
GdnHCI se observa la segunda fransicién. La comparacion de los perfiles obtenidos para las
tres enzimas nos permitié proponer una hipdtesis sobre la exposicion gradual de los
r.esiduos W al incrementar las concentraciones de GdnHCI que se aborda en la seccidn de

Discusion.
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Figura 16. Desnaturalizacion por GdnHCl de ln T6TIM y las mutantes WI2F y W12F/WI193F seguida por
Sluorescencia infrinseca. Se obtuvieron espectros de emisién (310-400 nm , excitacion 295 nm) de las
muestras de ToTIM (o), WiI2F (0) WI2F/WI93F (V) (50 pg mL') incubadas 48 horas a diferentes
concentraciones de GadnHCI . En A se grafica el valor de SCM a diferente concentracion de GdnHCI. Fl
valor de SCM se calculd a partir de la formula SCM=ZAIA Y 2IA) (ver Material y Métodos). B. Intensidad
de fluorescencia a 322 nm.
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3.8 Cromatografia de exclusion (CE-FPLC)
* 3.8.1 Calibracion de la columna

La columna Superdex 75 se calibré en presencia y ausencia de desnaturalizante
(GdnHCI 6.0 M) como se explicd en la seccion de Material y Métodos, Se sigujeron dos
sefiales, IF (excitacién 280 nm, emisidn 320 nm) y UV 280 nm. La sefial de IF es mas
sensible que la de UV 280 nm, por lo que se utilizd esta sefial y su correspondiente curva de
calibracion. Las curvas obtenidas para las proteinas en presencia (6.0 M GdnHCl) o
ausencia de GdnHC! (Fig. 17) indican que las propiedades de permeacion de la columna no
dependen de la presencia del desnaturalizante, por lo que es posible utilizar una sola curva
que incluya la dependencia de la velocidad de migracidn (1000/V,)) vs. el radio de Stokes
(R) para todas las muestras.
La ecuacién que describe los cromatogramas seguidos por flucrescencia es la siguiente:

1000/V = (1.4934)R; + 48.1495 {2

La determinacién del radio de Stokes con la columna Superdex 75 mostré una muy
buena correlaciéon con el reportado en la literatura, por lo que puede ser usada para
determinar las dimensiones de las proteinas en su estado nativo y desnaturalizado. Por otro
lado se observd que el limite de resolucién de la columna es de un R, de aproximadamente

54 A. A partir de 47 A, la resolucitn es muy baja.
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Radio de Stokes vs. Vol. elucidn nativas y desnaturalizadas
Nativas TED100/10/3 pH 7.4 & Desnaturalizadas GdnHCI
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Figura 17, Curva de calibracidn para condiciones nativas y desnaturalizantes de la columna Superdex 75,
Volumen de elucién vs. radio de Stokes (4) seguido por intensidad de fluorescencia a 320 nm (excitacion 280
wm) y UV 280 wm de las proteinas rativas (20 g mi" en TED 100/10/1 pH 7.4 } y desnaturalizadas (20 g
mL en 6.0 M de GdnHCl en TED 100/10/1 pH 7.4).
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3.8.2 Caracteristicas hidrodindmicas de la TbTIM
Para conocer el estado de asociacion de €l-o los intermediarios presentes a lo largo de la
curva de desnaturalizacién por GdnHCl de la TbTIM, los experimentos de cromatografia se
Hevaron a cabo con la ThTIM y con la mutante monomérica RMMO-1TIM (Saab et al.,
2001). El perfil de elucion de la RMMO-1TIM a diferentes concentraciones de GdnHC)
muestra un solo pico de elucién a todas las concentraciones usadas {datos no mostrados).
- La Figura 18 muestra perfiles de elucién representativos para la TbTIM. Como se puede
observar, entre 0 y 0.9 M de GdnHCI se observa un solo pico de elucién (D) que se se
mueve a menores volumenes de elucidn, indicando que la especie que eluye en ese pico
aumenta gradualmente sus dimensiones. En la concentracién de 1.0 M aparece un nuevo
pico (A4), cuyo volumen de eluci6n es fijo conforme aumenta la concentracién de GdnHCI
de 1.0a2.5M.
A las concentraciones de 2.0 y 2.2 M de GdnHCI se observan tres picos (4, D* y M*),
En 2.5 M de GdnHCI el pico llamado D* ha desaparecido, A disminuyd y M* es la
poblacién mayoritaria. M* disminuye su volumen de elucién conforme aumenta la

concentracion de GdnHCI, La identificacion de estos picos se explica mas adelante,

Pagina siguiente

Figura 18. Cromatograma de la THTIM a diferentes concentraciones de GdnHCl, Las muesiras de ThTIM
(50 ug mL’) se incubaron a diferentes concentraciones de GdnHCI durante 48 horas. Las muestras se
fnyectaron a la colunina Superdex 75 equilibrada con la misma concentracion de desnaturalizante. En estq
Jfigura sélo se muestran cromatogramas de concentraciones de GdnHCl representativas.
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Radio de Stokes

El radio de Stokes se calculé a partir del volumen de elucién y la ecuacitn 2 (ver seccién de

Material y Métodos). En la Figura 19 se observan los valores obtenidos, graficados en

funcidn del aumento en la concentracién de GdnHCL.

En ausencia de desnaturalizante, la RMMO-1TIM tiene un R, de 19.9 A. El incremento
en Ja concentracién de GdnHCI provoca una transicién monofasica entre 1.0 y 3.0 M de
GdnHCI mientras que a 6.0 M su R; es 44.0 A (Fig. 19, ). Por otro lado, en ausencia de
desnaturalizante, Ia TbTIM nativa (D) tiene un R, de 29.6 A. El valor de R, de este pico
aumenta de 29.6 A 2 30.8 A en GdnHCl 0.9 M (Figura 19, ), {lo que indica que D es ahora
un dimero expandido (D")]. |

Como se observé en la Figura 18, a partir de una concentracion de GdnHCI de 1.0 M
existe més de una especie en el patrén de desnaturalizacion:

1) D* cayo R, aumenta de 30.8 2 34.1 A conforme la concentracién de GdnHC] aumenta
de 1.0 2 2.2 M, sugiriendo que D* es un dimero expandido (e Fig. 19}

2) Una especie de alto peso molecular (Aj, cuyo Rs es constante (46.7 A en promedio).
Esta especie (*, Fig. 19) tiene un R mayor que el de la proteina en GdntICl1 6.0 M, por
lo que suponemos que es un agregado. Por otro lado, eluye en el limite de resolucién de
la columna por lo que puede ser una mezcla de especies grandes que no se alcanzan a
diferenciar.

3} La tercera poblacién se denomin6 M* (= Figura 19), los valores de R; de esta especie
son intermedios a los mostrados por D* y A. M* aparece a 2.0 M de GdnHCl y coexiste

con D*a2.0y 2.2 M de desnaturalizante.
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La comparacién de los R; obtenidos para -M* con los de ia mutante monomérica
RMMO-1TIM muestra que a partir de concentraciones de GdnHCI de 2.0 M los valores de
M*y de RMMO1I-TIM (Comparar @ y <> en Fig. 19) se sobreponen. Esto nos permite
suponer que M* es un monémero desplegado y que a partir de 2.0 M de GdnHCI se

observa la desnaturalizacién de este estado.
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Figura 19, Cromatografiu de exciusion de la ToTIM y la mutante monomérica RMMOI-TIM q diferentes
concentraciones de GdnHCL Las muestras de ToTIM (¢®y %) y de RMMO-1 TIM () (50 pg mL™) se
incubaron a diferentes concentracicnes de GdnHCI durante 48 horas. Las muestras se inyectaron a la
columna Superdex 75 equilibrada con la misma concentracion de desnaturalizante. Los radios de Stokes se
ealcularon a partir de los volimenes de elucién y Ia ecuacion (2} (ver Material y Métodos).
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Para corroborar el estado de asociacion propuesto para D*, M*y A4 se siguié el efecto de
la concentracién de proteina en el equilibric D* a M* por CEM-FPLC. Se eligieron
concentraciones de desnaturalizante donde se observd mas de una especie: 1,2, 1.8, 2.0,2.2
y 2.5 M de GdnHCI. Las concentraciones de TbTIM utilizadas fueron de § y 200 pg mL",
La Figura 20 muestra los resultados obtenidos,

En concentraciones de GdnHCl de 1.2 y 1.8 M (Figura 20 recuadros A y B) D* es el
estado dominante a 5 pug mL™. Cuando la concentracion de proteina se aumenta a 50 o 200
ng mL™" se favorece la presencia de 4. El estado M* es el estado més favorecido a 2.0, 2.2
y 2.5 M de GdnHCI y 5 ug mL'(recuadros C, D y E). En todas las concentraciones de
GdnHCI observadas, el agregado A, se incrementa conforme aumenta la concentracién de
proteina de 5 a 200 ug mL"'. Conforme A aumenta, D* y M* disminuyen.

Si efectivamente M* es un intermediario mondmerico, se esperarfa que al disminuir la
concentracién. de proteina 2 5§ ug mL" M* fuera predominante y que al aumentar la
coneentracién a 50 y 200 pg mL™ se viera menos representado. Esto es lo que podemos

observar en los paneles C, D y E de la figura 20.

Pégina siguiente

Figura 20.Efecto de la concentracion de protelna en el equilibrio de los estades D* A y M*. Los perfiles
de elucién de las muestras incubadas al tiempo de equilibrio a 5, 30 y 200 ug mL de THTIM a diferentes
concentraciones de GdnFICl, Los recuadros A a E se obtuvierona 1.2, 1.8, 2.0, 22 y 2.5 M de GdnHCl,
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Tabla V. Valores de Cy, para actividad catalitica (Fig. 15), fluorescencia intrinseca (Fig.
16 Ay B), y DC (Fig. 13} calculados con el programa Savuka, version 5.12 (Bilsel et al.,

1998).
Técnicas D 5 D* D* 52U
[GdnHCl;, [GAnHCI],/,
Actividad wt 1.08 No detectable
[GdnHCI], 2 WI2F 0.82
WI12F/W193F 0.75
DC wt 1.0 wt 2.14
[GdnHCI],2" W12F 0.8 WI12F 2.43
WI12E/W193F 0.65 WI2F/W193F 2.19
SCM Wt 12 W 22
[GdnHC1},° W12F 0.9 W12F 2.16
WI2F/WI193F 0.7 WI12F/W193F 222
Intensidad de|wt 1.2 wt 2.2
fluorescencia a Amax | W12F  no detectado WI2F 2.0
[GdnHC)1" WI2F/WI193F 0.69 WI12F/WI193F 2.2
D & D* D* 52M* 2M* 52U
SEC-FPLC® wt 0-1.8M wi2.0-22M wt2.2-6.0 M
L

* Valores de C,, (M) para actividad catalitica (Fig. 15), fluorescencia intrinseca (Figs. 16}, y DC (Fig. 13).
- Estos valores fiteron calculados utilizando el programa Savuka, version 5.12 (Bilsel et al., 199%8).
® 1 o0s intervalos de concentracién se obtuvieron de los datos de la figura 19.
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4. Discusion

4.1 Caracterizacién de la TbTIM y las mutantes construidas y estabilidad a la
dilucién

En ¢l presente trabajo se construyeron las mutantes WI2F, WI159F y WI12F/W193F
sobre el gen de la TIM de Trypanosoma brucei. Los genes con las correspondientes
sustituciones de W por F se insertaron en un plasmido con el que se transformé una cepa de
expresién que nos permitié sobreexpresar y purificar a las enzimas. La caracterizacién de la
TbTIM y las mutantes construidas y purificadas en este trabajo, mostré que la Wi2F,
W159F y la W12F/W193F poseen pardmetros cinéticos y espectroscopicos semejantes a los
. de la THTIM silvestre (Tabla I) por lo que suponemos que los residuos involucrados en la

catilisis no estin afectados considerablemente como resultado de las mutaciones. Los

parametros espectrales (Ams y SCM) de las mutantes son semejantes a los obtenidos para la

proteina silvestre, lo que sugiere que los W restantes no se han expuesto al solvente como
" resultado de la alteracion de los residuos sustituidos.

Las mutantes WI2F y W12F/WI193F son menos estables a la dilucién que la proteina
silvestre (Fig. 4). En general, la TVTIM es una proteina muy inestable a la dilucion. Si la
comparamos con los resultados obtenidos para la TIM de levadura (yTIM) (Néjera-Pefia et
al, en preparacién) y de amiba (Landa er al, 1997) que son estables hasta a una
concentracién de 2.0 y 0.4 ng mL™ respectivamente, Ia ThTIM es muy inestable, al igual
que la TIM de 7. cruzi que s6lo es estable en concentraciones por arriba de 1 pg mL ™
(Gémez-Puyou ef al., comunicacidén personat).

La diferencia en la estabilidad a la dilucién puede explicarse en términos de qué tan

fuerte es la interaccién entre los dimeros, esto es, en términos de la diferencia en energia - -

libre entre el dimero y los mondmeros aislados. La secuencia y estructura tridimensional de
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las TIMs es muy parecida. en las diferentes especies, por lo que se esperaria que los
contactos entre mondmeros estuvieran altamente conservados. A pesar de esto, el analisis
de los residuos involucrados en las interacciones de la interfase del dimero de las TIMs de
levadura y tripanosoma muestran gran variabilidad. La identidad de la secuencia entre los
32 residuos de la interfase de la TbTIM y la yTIM es del 59 % entre estas dos especies. Sin
embargo a pesar de esta variacion, la manera en que los mondmeros se asocian no cambia
significativamente.

Los puentes de hidrégeno que se forman éntre residuos de la subunidad 1 y la 2 estén
muy conservados, y haj' 21 para pollo, 24 para levadura y 20 para tripanosoma. Sin
embargo, las interacciones del asa 2 de la TbTIM y la yTiM son diferentes. En el caso de la
TbTIM, la V46 se encuentra en la punta del asa 2, y cuando los monémeros'se encuentran
separados, este residuo queda practicamente expuesto. Cuando el dimero esta formado, la
' V46 se encuentra rodeada por residuos hidrofobicos (F345, 1348, V378, 1382, L383 y
F386). En la yTIM, esta V esta sustituida por la T45, que participa en puentes de hidrégeno
mediados por agua con la otra subunidad, por o tanto, las interacciones hidrofébicas en la
interfaée de la TbTIM tienen como contraparte interacciones polares en la yTIM (Wierenga

& Noble, 1992).

4.2 Determinacién del grado de reversibilidad en el proceso de desplegamiento de la
TbTIM

Los estudios de plegamiento de proteinas involucran la cai‘acterizacién cinética y/o
termodindmica de los estados native y desplegado asi como de los intermediarios. Las
transiciones de desplegamiento de las proteinas se presentan al aumentar la concentracion

de un agente quimico como urea o GdnHCI, ¢ al modificar una propiedad del solvente
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- como presidn o temperatura, entre otros, Esto tiene el objetivo de caracterizar los estados
presentes a lo largo de la desnaturalizacion de las proteinas, e idealmente, calcular la
estabilidad conformacional de las mismas, Para caracterizar e} plegamiento de las proteinas
en términos termodindmicos, es necesario que el proceso de desnaturalizacién se encuentre
en condiciones de equilibrio. Por otro lado, la reversibilidad del proceso es un requisito
indispensable para que el anélisis termodinamico sea vélido.

Para la TbTIM y las mutantes W12F y W12F/W193F se determinaron las condiciones
de “equilibrio” (ver més adelante) para urea y GdnHCI. El seguimiento de los espectros de
. fluorescencia intrinseca de la proteina a diferentes concentraciones de los dos
desnaturalizantes a lo largo del tiempo, indicé que las sefiales permanecen estables a las
200 horas al ser incubadas con urea y a 48 horas al incubarse en GdnHC. El seguimiento
del desplegamiento de la TbTIM a diferentes concentraciones de ambos desnaturalizantes
se hizo incubando las muestras a esos tiempos para urea o GdnHCL.

Por otro lado, la reversibilidad del proceso era otro de los puntos a caracterizar para
continuar con el objetivo de estudiar el patrén de plegamiento de la ThTIM. Muchos de los
estudios de plegamiento de proteinas se han realizado preferencialmente con proteinas
. monoméricas, debido a que las proteinas oligoméricas generalmente tienen procesos de
desplegamiento mdas complejos en los que muchas veces existe agregacion provocando
irreversibilidad parcial o total del proceso. La reversibilidad de la desnaturalizacién por
urea y GdnHCI se sigui6 para la TbTIM y la mutante W12F/W193F. Con ninguno de los
dos desnaturalizantes el proceso es totalmente reversible.

En el caso de urea se observa irreversibilidad del proceso a concentraciones entre 1.5 y

7.0 M de urea, aunque entre 0 y 1.0 M hay un 80% de reversibilidad. Ningin efecto en la
v
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recuperacion de las sefiales se observd para el replegamiento a diferentes concentraciones
de proteina (Figuras 5 y 6).

Para la desnaturalizacién con GdnHCl la recuperacidn de la actividad catalitica y la Ay
de la broteina nativa (322 nm) dependen tanto de la concentracién de desnaturalizante
usada durante la incubacién al tiempo de equilibrio, como de la concentracion de proteina
utilizada durante la renaturalizacion (Figuras 7 y 8).

La irreversibilidad parcial o total del proceso de desplegamiento se debe muchas veces a
la precipitacidn o la agregacion de la proteina. Las reacciones de agregacion se incremeptan
a mayor concentracion de proteina. En el caso de urea, no se observa claramente. un efecto
de la concentracién de proteina, ni la caracterizacion de la enzima liegd a tal punto que se
haya podido observar la presencia de agregados durante el proceso. Por otro lado, para
GdnHCI el incremento en la concentracién de protefna de 2 a 50 pg mL™ muestra
claramente que a mayor concentracion de protefna menor porcentaje de renaturalizacién, lo
que sugiere que la agregacion tiene lugar en la desnaturalizacion con GdnHCL Para este
desnaturalizante, los experimentos de CEM-FPLC (ver mas adelante) muestran claramente
que a las concentraciones de proteina donde no se observa ninguna recuperacién de las
propiedades de la protefna nativa, existe la formacién de especies de alto peso molecular
que c¢luyen en el limite méximo de resolucion de la columna y que caracterizamos como
agregados en el proceso de desnaturalizacion por GdnHCI (Fig 18 pico A y 19 *). Estos
“mismos expetimentos mostraron como la formacién de agregado se favorece confo;‘me se

incrementa la concentracién de proteina de 5 a 50 y a 200 pg TIM mL"' (Figura 20 A-E).
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Como se discutird mas adelante, es muy probable que la formacién de los intermediarios
D* y M* gbservados en la desnaturalizaciém por GdnHCI, sigan rutas irreversibles hacia la
formacién de agregados. Aunque la desnaturalizacidn con urea no se caracterizé hasta el
punto de poder observar los agregados por FPLC es muy probable gue el mismo fendmeno
ocasione la irreversibilidad del proceso.

La agregacién de la TbTIM y la consecuente irreversibilidad del proceso de
desplegamiento tienen repercusiones importantes en este trabajo, ya que impiden la
caracterizacion termodindmica del proceso. Como un primer punto, estd la imposibilidad de
determinar las condiciones de equilibrio. Un dato que siempre ha causado incomodidad en
quienes han revisado los resultados de este trabajo es que el tiempo de incubacion en urea
sea de 200 horas. Incluso 48 horas para GdnHCI siempre ha parecido un tiempo muy largo.
De hecho, la irreversibilidad se ha atribuido a la duracién del tiempo de incubacidn. 200
horas de incubacion para urea y 48 horas para GdnHCl, son sin embargo, los tiempos donde
ya no se observa ningin cambio en las sefiales. El patron de desnaturalizacién para ambos
desnaturalizantes con la ThTIM y las mutantes incubadas a ese tiempo de incubacién soﬁ
los resultados mostrados a lo largo de la seccion de resultados de esta tesis,

Para saber si la degradacién quimica resultado de los largos tiempos de incubacién en
urea era responsable de la irreversibilidad, se determiné la actividad catalitica de las
muestras incubadas en urea por periodos cortos de tiempo de entre 3 y 24 horas,
observéndose un bajo nivel de recuperacién de la actividad catalitica, que era independiente
de los tiempos de incubacién. Esto nos sugeria que la irreversibilidad se debe a un
plegamiento inadecuado y a una asociacion incorrecta de la ThTIM donde la agregacién es
un proceso que no puede descartarse, mas que degradacién quimica por la incubacién en

urea a tiempos largos.
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En el caso de GdnHCI, se cuantificé el porcentaje de renaturalizacién (24 horas después
de diluir el desnaturalizante} al incubar a diferentes concentraciones de GdnHCl por 2,24 y
48 horas. A las 2 horas, ¢l porcentaje de renaturalizacion es considerablemente mayor que a
24 horas y mds ain que a 48 horas de incubacién. Sin embargo, el patron de
desnaturalizacién obtenido incubando a 2 y 24 horas es diferente al reportado en este
trabajo incubando durante 48 horas, Esfo se-debe a que la proteina no se ha desnaturalizado
en este tiempo.

Este resultado tiene implicaciones importantes. El objetivo de este trabajo era analizar
los resultados desde el punto de vista termodindmico, no cinético. Para lo cual era necesario
obtener el tiempo en el cuat el proceso ya no cambia a lo largo del tiempo. Incubar por este
intervalo nos permite obtener un patrén de desnaturalizacién lo més cercano posible a las
condiciones de equilibrio. E! patrén de desnaturalizacién obtenido entre 2 y 24 horas es
diferente para cada tiempo ya que la proteina sigue desnaturalizindose todavia a esos

" tiempos. Sin embargo, hacer los experimentos al tiempo al cual consideramos se esti cerca
de las condiciones de equilibrio, en nuestro caso tiene el costo de la irreversibilidad del
proceso. Esto nos indica que a lo largo del tiempo se forma una especie de la cual era
imposible obtener de nuevo a la proteina nativa. Por supuesto, esta especie se segufa
formando con el paso de las horas, La formacién de agregados es la explicacion a esta
irreversibilidad. Por CEM-FPLC se pudo identificar la presencia de agregados al
desnaturalizar a la TbTIM con GdnHCI, lo que apoya nuestra suposicién. Por lo tanto, la
irreversibilidad del proceso (al menos comprobadd en GdnHCI) ;e debe a la formacion de
agregados.

El camino de formacion de agregados es irreversible, por lo que a lo largo del tiempo,

las moléculas que se encuentran en D, D*, M* y U (ver mas adelante) eventualmente
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formarian agregados, por lo que el verdadero tiempo de equilibrio para ThTIM en GdnEHCl
corresponderia al tiempo en el cual toda la proteina estd agregada. Con esto llegamos a la
conclusién de que nuestros experimentos, aunque no muestran variacién a lo largo del
tiempo entre 36 yl200 horas, seguramente mostrarfan una variacién considerable al volvera
medirlos a tiempos considerablamente mas largos.

Por ctro lado, es posible tener un mayor porcentaje de reversibilidad a tiempos cortos, a
costa de no observar la presencia de intermediarios estables durante el proceso.

La irreversibilidad en el desplegamiento de la TIM también se ha observado para el
desplegamiento con GdnHCI de la TIM de Plasmodium falciparum (Gokhale et al., 1999),
la desnaturalizacién térmica y por GdnHCl de Thermotoga maritima (Beaucamp ef al.,
1997), la proteina silvestre y mutantes monoméricas de la TbTIM (Schiiebs e al., 1997).
* Recientemente, los resultados obtenidos para la desnaturalizacién térmica de la yTIM
muestran que la agregacion es un proceso probable cuando se intenta seguir la transicién al
equilibrio que provoca irreversibilidad del proceso. Sin embargo el wso de bajas
concentraciones de proteina y de velocidades de barrido mayores a 1.0 °C min™ permiti6
encontrar condiciones de reversibilidad para el estudio de esta enzima (Benitez-Cardoza et

al., 2001),

4.3 Desplegamiento de ThTIM, W12F y W12F/W193F inducido por urea.

El desplegamiento de la TbTIM y de las mutantes W12F y W12F/W193F inducido por
urea se siguié por DC, actividad catalitica, fluorescencia intrinseca y unién de ANS, Los
datos obtenidos con las técnicas espectroscopicas, muestran que el patron de
desnaturalizacién no es monofisico mostrando dos transiciones con una meseta entre 2.0 y

5.0 M de urea (Figs. 9 y 12). Los datos obtenidos por actividad catalitica (Fig. 11) muestran
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que ésta se pierde durante la primera transicién, La presencia de esta plataforma observada
por IF y CD indica que el patrén de desnaturalizacion no es de dos estados, v que .e_xiste por
lo menos un intermediario cuya presencia es evidente entre 2.0 y 5.0 M de urea.

Para todas las sefiales, incluyendo la unién de ANS, se observa claramente que la
WI12F/W193F se vuelve mds sensible al desnaturalizante que la WI12F y la proteina
silvestre. Los valores de C y de la primera transicién medida por DC, ﬂuorescenbia y
actividad catalitica muestran que el dimero nativo esta desestabilizado en las mutantes con
respecto a la proteina silvestre (Tabla IV). El pico de aumento de fluorescencia del ANS
para la TbTIM y las mutantes incubadas a diferentes concentraciones de urea (Fig. 10)
coincide con el rango de concentraciones donde se observé la meseta por DC, fluorescencia
y SCM, asi como la pérdida de la actividad (entre 2.0 y 5.5 M de urea para la TbTIM).
Coincidentémente con la disminucion de la C y; para estas sefiales, el incremento en la
fluorescencia del ANS se da en un rango de concentraciones mas amplio para la
WI12F/W193F, W12F y TbTIM silvestre. Esto nos indica que entre 2.0 v 5.0 M de ANS,
existe por lo menos un intermediario en el patrén de desplegamiento de la enzima, Para las
tres enzimas, el pico de aumento en la fluorescencia del ANS no es un pico simétrico. En el
caso de TbTIM y WI12F/W193F este pico tiene un hombro que nos sugiere que podrian
existir dos intermediarios en realidad entre 2.0 y 5.0 M de urea (Fig. 10).

Este comportamiento ha sido descrito para la anhidrasa carbonica B, para la cual se
habfa descrito un comportamiento de tres estados con un intermediario glébulo fundido
(Semisotnov, 1987., Semisotnov, 1991., Uversky, 1993). Sin embargo el pico de maxima
fluorescencia. del ANS no era perfectamente simétrico y la desconvolucion de este pico
mostr6 que existia en realidad otro intermediario, que fue caracterizado posteriormente por

CEM-FPLC a baja temperatura ( Uversky & Ptitsyn, 1996).
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La desconvelucién del pico de fluorescencia de ANS para la TbTIM indica que éste se
compone de dos picos con un méximo de fluorescencia a concentraciones de urea de 3.5 ¥
5.0 M. Para W12F las concentraciones son 2.7 y 3.9 M, y para WI2F/W193F, en la cual el
pico estd claramente formado por dos poblaciones, las concentraciones son 3.0 y 4.5 M de
urea. Sin embargo los resultados anteriores sélo nos permiten dt_:cir que para la TbTIM y las
mutantes W12F y WI12F/W193F el patron de desnaturalizacion no es ménofdsico, con una
meseta identificada por DC, fluorescencia y SCM a concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de .
urea, donde el incremento en la flucrescencia del ANS indica que existe por lo menos una
especie parcialmente desplegada (50 % de la estructura secundaria de las proteinas nativas,
ha perdido una tercera parte de la fluorescencia original y sin actividad catalitica),

Con esta informacién no es posible dgterminar si hay uno o dos intermediarios en ia
regiéon de la meseta, ni tampoco cuil es su estado de asociacién, por lo que una
caracterizacion de las propiedades hidrodindmicas de la enzima 2 todas las concentractones
de urea utilizadas es necesaria para proponer un patrén de desplegamiento de la TbTiM en
este desnaturalizante. - | |
Por otro lado, la comparacion de la intensidad de fluorescencia de la TbTIM y las mutantes
con residuos W sustituidos con F nos permitioé obtener una propuesta de las regiones que se
exponen a o largo del incremento en las condiciones desnaturalizantes, que se discutira

més adelante junto con los datos obtenidos por esta misma técnica para GdnHCL

4.4 Desplegamiento de ThTIM, W12F y W12F/W193F inducide por GdnHCI,
El desplegamiento por GdnHCl de la TbTIM silvestre seguido por DC e IF no es
monofasico. Tiene dos transiciones detectables cuyos wvalores de Cy estan a

concentraciones entre 1.0 y 1.2 M de GdnHCl para la primera transicion y entre 2.1 y 2.2 M
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para la segunda transicién. La actividad catalitica se pierde durante la primera transicién
(Fig. 15 Tabla V)

En las mutantes WI12F y WI12F/W193F ¢l punto de inflexién es méas acentuado en la
proteina sjlvestre, observandose una meseta evidente entre 1.0 y 2.0 M GdnHC], En las
mutantes, los valores de Cy, para la segunda transicién se encuentran entre 2.0 y 24 M
GdnHC, es decir son muy similares al C,, de la proteina silvestre. Por otro lado, la primera
transicion disminuye su valor de Cy, en ¢l orden TbTIM>WI2F>W12F/W193F (Tabla V).
Este comportamiento se observa por DC, IF y actividad catalitica. La disminucién de los
valores de Cy; para la primera transicién sugiere que la forma nativa de las dos mutantes
" estd desestabilizada, haciéndola méas susceptible de la accién del desnaturalizante, y
permitiendo que ef o los intermediarios se observen. Esta region que sugiere la presencia de
por lo menos un intermediario no presenta actividad catalitica.

La unién y fluorescencia de ANS se observd en imtervalos de concentracién de
desnaturalizante aumentandose en el orden ThTIM <WI12F <W12F/W193F. Por otro lado,
la mutante WI2F/W193F presenta una mayor intensidad de fluorescencia del ANS que la
W12F y la proteina silvestre. La unién de ANS apoya la hipétesis de la presencia de por lo
menos un intermediario entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCI. Sin embargo, a partir de estos datos
no era posible proponer el estado de asociacién de un posible intermediario por lo que se
decidié realizar experimentos de cromatografia de exclusién molecular (CEM-FPLC) que

se discuten a continuacién.
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4.5 Obtencién del patrén de desnaturalizacién para la ThTIM por CEM-FPLC

La caracterizacion dg la ThTIM silvestre, desnaturalizada con GdnHC! se hizo también
por CEM-FPLC en una columna calibrada en condiciones nativas y desnaturalizantes
(GdnHC1 6.0 M) con base en la calibracién hecha por Uversky (Uversky et ai., 1993).

Los perfiles cromatogréficos de la ThbTIM muestran que a concentraciones entre 0.1 y
0.9 M asl como entre 3.0 y 6.0 M de GdnHC! existe un solo pico de elucién (Fig. 18 v
valores correspondientes en R; en Fig. 19). En ambos intervalos este pico no tiene un
volumen de elucién constante, sino que eluyen a volGmenes menores al aumentar la
concentracién de GdnHCL Este comportamiento se observa cuando dos especies
mayoritarias presentan una interconversion ripida {mayor a segundos). En estos casos no
se pueden observar picos con velimenes de elucién diferentes, y se observa un "pico
promedio”. |

La comparacién de las propiedades hidrodinidmicas de la ThTIM y la mutante
monomérica RMO00-1TIM (Saab et al., 2001) nos permitieron sugerir el estado de
asociacion de las especies entre 1.0 y 2.5 M de GdnHCL. En el caso de la RM00-1TIM se
observa una sola transicion.

La cromatografia de exclusién molecular nos permitié observar dos intermediarios en el

desplegamiento de la TbTIM. El modelo propuesto para este proceso es:

A A
T T
D 5D* 5 2M* 52U
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La primera transicion observada por DC, IF y actividad catalitica se observa a
concentraciones entre 0.1 y 1.8 M de GdnHCI. Los datos de CEM-FPLC indican que el
cambio correspondiente en el radio de Stokes para la TBTIM es de 29.6 A a 32.0 A en este
intervalo, Este cambio en el valor de R; involucra la presencia de un intermediario, y por ia
diferencia en valores de Ry con la RMO00-1TIM a estas mismas concentraciones de
desnaturalizante, proponemos que este intermediario es un intermediario dimérico (D*).
Los datos espectroscopicos indican que la formacién de D* estd acompafiada de una
reduccidén del 50 % de la estructura secundaria (o, hélice), un cambio de 10 nm en el SCM,
fa pérdida de la actividad catalitica y una exposicién de regiones hidrofSbicas al solvente
(Comparar Fig. 19(s)con Figs 13-15, 16 Ay B).

A concentraciones entre 1.0 y 2.5 M GdnHCI, D#* coexiste con dos especies llamadas A
y M*, Estas especies son muy diferentes en sus caracteristicas hidrodindmicas comparadas
con D*, Para el caso de A, el valor de R, ¢s en promedio de 46.7 A (Fig.19*). Este valor es
mayor que el R; obtenido para los mondmeros desnaturalizados de la TbTIM y la RMOO-
1TIM por lo que es muy probable que A esté formado por moléculas agregadas (ver mas
adelante). Por otro lado, la especie denominada M* (Fig. 19 =) s6l0 se observa coexistiendo
con D* 2 2.0 y 2.2 M de GdnHCL La comparacién con los valores de R, de M*, indica que
éstos se sobreponen con los obtenidos para la RMOO-1TIM entre 1.8 M v 6.0 M de
GdnHCL. (Fig.19 w,<) por lo que proponemos que M* es un intermediario monomérico.

Entre 2.0 y 2.2 M, M* y D* ¢oexisten en un intercambio suficientemente lento como
para poderse observar por la cromatografia. Sin embargo a 1.8 M se observa un sélo pico
por esta técnica. La sobreposicion de los perfiles de elucién de RMOO-1TIM y TbTIM a 1.8
M GdnHCl (datos no mostrados) indica que el pico correspondiente a la mutante se

encuentra dentro del pico obtenido para la TbTIM, sin embargo, este tltimo es mas ancho,
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sugiriendo la presencia de otra especie. En este caso particular, la presencia de un sélo pico
puede deberse a que M* a 1.8 M de GdnHC! tiene un R, muy similar a D*. M¥* es tan
expandido que es practicamente del tamafio de D*.

M?* se sigue expandiendo entre 2.5 y hasta 6.0 M de desnaturalizante (Fig. 19 =). Como
podemos observar, tanto la transicién de D* a 2M* como de 2M* a 2U ocurren en el
mismo intervalo de concentraciones donde se observa la segunda transicién por las técnicas
espectrosedpicas (Cy, = 2.1-2.2 M). Sin embargo, los dos eventos que ocurren en estas
concentraciones de GdnHC! sélo se pueden observar por cromatografia, por lo que la
segunda transicién observada por técnicas espectroscopicas en realidad s6lo puede sensar el
cambio D* a 2U, que involucra la pérdida total de estructura secundaria y terciaria (Tabla V
y Figs. 13 y 16).

En resumen, para la desnaturalizacion con GdnHCI los datos de actividad catalitica
muestran una sola fransicién ya que la actividad es cero concentraciones entre 1.0 y 2.0 M
de GdnHCI (Fig. 15). A estas mismas concentraciones de desnaturalizante, por aumento de
la fluorescencia del ANS se observa que existe por lo menos un intermediario inactivo. Los
resultados de fluorescencia, SCM y CD muestran que hay dos transiciones detectables. Los
datos de FPLC muestran que la primera transicién detectada por fluorescencia, SCM, DC y
actividad catalitica cortesponden a la expansion de D a D* (29.6 A 2 32.0 A) entre 0.} y 1.8
M GdnHCI. La segunda transicién observada por DC, fluorescencia y SCM involucra dos
eventos: D* a 2M* y 2M* a 2U. Ninguna otra técnica ufilizada permitio aislar a los dos
intermediarios de la segunda transicién, excepto CEM-FPLC.

Por otro lado, la existencia de agregados y la dependencia con la concentracién de
proteina entre 1.0 ¥ 2.5 M de GdnHCl, explica ia irreversibilidad total del proceso a estas

concentraciones de desnaturalizante. Los agregados (A) detectados por FPLC se observan
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entre 1.0 y 2.5 M de GdnHCL. El pico correspondiente a D* disminuye, mientras que el de
A saumenta conforme se incrementa la concentracién de proteina (Fig 20. A y B),
sugiriendo que A se forma cuando D* y/o M* siguen una ruta no productiva e irreversible
hacia A. La presencia de estos agregados coincide, como era de esperarse, con la falta de
recuperacion de las caracteristicas nativas de la enzima a las mismas concentraciones de
desnaturalizante en el experimento de renaturalizacion (comparar Fig. 7 y 19). La
comparacién de estas las figuras 7 y 18 nos permite observar que a concentraciones entre
1.0 y 2.0 M de GdnHCI durante la incubacién y S0 pg mL" de TbTIM, no hay ningtn
procentaje de reversibilidad. Sin embargo, en estas mismas condiciones, el cromatograma
indica que la poblacién mayoritaria es D*(Fig. 18). Esto nos sugiere, que aunque
evidentemente la incubacién por 48 horas a estas concentraciones de GdnHCI provoca la
formacién de agregados, la irreversibilidad observada en la Fig. 7 se debe principalmente a
la agregacion causada por la incubacidn a altas concentraciones de proteina para e} ensayo

de reversibilidad (ver Material y Métodos).

4.6 Dilucidacién del patrén de desnatnralizacién de la ThTIM por fluorescencia
intrinseca utilizando las mutantes W12F y W12F/W193F

Los espectros de emision de fluorescencia de la TbTIM, Wi2F y WI12F/W193F (Fig.
3B) muesiran que la Ans para las tres enzimas es de 322 nm (excitacién 295 mm). La
intensidad de fluorescencia de las enzimas indica que la W12F di_sminuye su fluorescencia
en un 40 % con respecto a la proteina silvestre, Esto era de esperarse ya que ¢l Wi2 es un
residuo totalﬁ’xente oculto al solvente (Tabla I1), y seguramente es el que mds contribuye a

la intenisidad de fluorescencia de ia enzima. Sin embargo, la sefial de IF de W12F/W193F
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s6lo disminuye un 20 % con respecto a la TbTIM silvestre. Este resultado sugiere que el
W193, apaga la fluorescencia de otro W presente tanto en la TbTIM como en. W12F. Para
poder apagar la fluorescencia de un W cercano, el W193 tendria que tener cerca a otro W.
Por otro lado, este mismo W193 tendria que ser un residuo expuesto al solvente de tal
manera que la flunorescencia de éste se disipara en el medio. Las tablas II y 11l muestran que
el W193 es el W més expuesto al solvente, y que Ia distancia menor entre W193 y otro W
es para el par W193- W159 con una distancia de 6.2 A. Esto indica que la fluorescencia del
W159 se apaga por el W193 y esto se corrobora con la comparacién de los espectros de
emisién de la mutante WI159F y TbTIM, donde se esperaba que la intensidad de
fluorescencia de ambas enzimas tuviera un valor similar (Fig. 3B).

De los cinco residuos W de la TbTIM (Fig. 2), el W90 .y el Wi93 se encuentran
expuestos al solvente (Tabla IT), lo que sugiere que los residuos cuya exposicién al solvente
producen los mayores cambios en fluorescencia a lo largo del desplegamiento son el W12,
W159 y W170.

En el caso de la TbTIM, los carﬂbios en fluorescencia se deben principaimente al W12
y al W170, ya que ¢s muy probable que el W159 se encuentre apagado por el W193.
Siguiendo el mismo razonamiento, la mutante W12F reflejaria principalimente los cambios
del W170, ya que se sustituy6 el W12 por un residuo menos fluorescente. Por otra parte, los
cambios en fluorescencia de la doble mutante W12F/W193F se deben principalmente a la
exposicién de W170 y W159.

Durtante ¢l desplegamiento de la WI2F, los cambios en fluorescencia, que muestran
principalmente la exposicién de W170, se observan entre 4.0 y 6.0 M de urea (Fig.12 B), ¥
entre 1.4 v 3.0 M de GdnHCI (Fig. 16 B), indicando que a estas concentraciones de

desnaturalizante, el asa catalitica donde se encuentra el W170 se expone al solvente. En el
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caso de la desnaturalizacién con GdnHCI este cambio en fluorescencia por €]l W170 puede
correlacionarse con [a transicién 2M* 52U,

La desnaturalizacién de la TbTIM muestra dos claras transiciones tanto en urea como en
GdnHCl. En urea la primera transicion tiene un valor de Cy de aproximadamente 2.8 M y la
segunda de 5.5 M. En el caso de GdnHC], la primera transici6n tiene un valor de Cy; cerca .
de 1.2 M GdnHCI vy la segunda de 2.2 M de GdnHCL. En estas dos transiciones, los
cambios en la intensidad de fluorescencia se deben al W12 o al W170 o bien, a ambos.

La diferencia en fluorescencia entre W12F y TbTIM es la exposicion del Wi2 en esta
ultima. La comparacién de los patrones de desnaturalizacion de estas dos enzimas tanto en
urea como en GdnHCl muestran que la TbTIM presenmta una transicién a bajas
concentraciones de desnaturalizante (entre 1.0 y 2.0 M GdnHCl y entre 0 y 2.2 M urea) que
no se observa para la W12F. Esto sugiere que el residuo de la interfase W12, queda
expuesto al solvente bajo estas concenfraciones de desnaturalizante y antes que ¢l W170
(ver arriba). Para la desnaturalizacion con GdnHCI este evento corresponde a la transicién
D 5D* (Tabla V).

Por Giltimo, la W12F/W193F muestra dos transiciones para ambos desnaturalizantes que
reflejan principalmente la exposicién del W159 y del W170. La segunda transicién
observada también en W12F y TbTIM muesira la exposicién del W170. Por lo tanto, la
transicion observada para WIZF/W193F a bajas concentraciones de desnaturalizante (0 a
1.0 M GdnHCl, y entre 0 y 2.0 M urea), muestra principalmente la exposicién del W159
localizado en la hélice 3,, (antes de Ia hebra B 6). La exposicion del W159 en GdnHCl

corresponde a la transicién D SD* (Tabla V).
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En resumen, todos estos datos indican que hay una exposicién gradual de los residuos W
de! barril de la TIM, La secuencia propuesta a partir del analisis de estos resultados es que
la primera transicién observada por intensidad de fluorescencia intrinseca a concentraciones
entre 0 y 2.0 M de urea, asf como a concentraciones entre 0 y 1.0 M de GdnHCI, es el
resultado de la exposicion del W12 (comparar patrones de ThTIM y W12F (Figuras 12B
para urea y 16B para GdnHCI), y del W159, es decir de hélice 3., cerca de la hebra f 6
(observar datos para W12F/W193F, donde el W159 no est4 apagado y comparar con los de
TbTIM). La segunda transicién para TbTIM y W12F/W193F se observa entre 2.0 y 5.0 M
de urea y entre 1.0 y 3.0 M GdnHC], y corresponde a la exposicion del asa catalitica donde
se encuentra localizado el W170. Esta observacion se obtiene del analisis de los datos de fa

WI12F (ver arriba).

4.7 Plegamiento de diferentes TIMs y Ia hipdtesis de la conservacién del plegamiento
de proteinas homélogas

Dentro del problema del plegami;,nto de las protefnas, algunos grupos han propuesto que
la ruta de plegamiento de las protefnas estd conservada a lo largo de la evolucién. Esta
propuesta dice que proteinas homologas siguen la misma ruta de plegamiento para asegurat
que las proteinas se plieguen rdpidamente (Hollecker & Creighton, 1983, Krebs et al.,
1983). Esta hipdtesis se ha apoyado en un buen mimero de casos de protefnas homélogas.
La desnaturalizacion y renaturalizacién tanto en estudios cinéticos como termodinimicos
de la subunidad o de la triptofano sintasa de E. coli y Salmonella typhimurium y de 5
interespecies hibridas (Stackhouse ef gl., 1988), la proteina acii-coenzima A de bovino, rata

y levadura (Kragelund et al., 1996), las ribonucleasas de diferentes especies (Krebs et af.,
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1985), la acilfosfatasa de “tipo comin” y de musculo (Taddei er al., 1999), las proteinas de
choque al frio CspB de Bacillus subtilis, B caldolyticus y Thermoroga maritima (Perl et al.,
1998} y las protefnas Im7 e Im9 (Ferguson ef al., 1999) son ejemplos que muestran que en
condiciones de equilibrio, el patrén de desnaturalizacién de dos estados (o de tres estados
en el caso de la subunidad o de ia triptofano sintasa) se conserva en cada familia de
proteinas.

En la mayoria de los casos, los estudios cinéticos de desplegamiento de estas enzimas
muestran que el esquema fundamental de plegamiento es similar pero existen diferencias en
las constantes de velocidad. Todos estos ejemplos indican que aparentemente, las proteinas
siguen fundamentalmente el mismo proceso de plegamiento, el cual estd conservado a lo
largo de la evelucién apoyando la hipétesis de la conservacion del plegamiento.

Sin embargo, también existen algunas evidencias de un diferente patrén de plegamiento
para proteinas homélogas. En el caso de las proteinas Im7 ¢ Im9 en los que los resultados al
equilibrio muestran un proceso similar, el andlisis cinético muestra que la Im9 sigue un
patrén de dos estados mientras que la Im7 presenta uno de 3 estados con un intermediario
con mayor intensidad de fluorescencia (Ferguson et al., 1999). En ¢l caso de otro par de
proteinas homologas, las estefinas A y B, tanto los datos cinéticos como termodindmicos
muestran que hay muchas diferencias en estabilidad bajo diferentes condiciones
despaturalizantes como cambio en pH, desnaturalizacién térmica y GdnHCL. La estefina A
muestra un patrén de dos estados, mientras que la estefina B presenta un intermediario
semejante a un globulo fundido (Zerovnik et l., 1991a, 1991b, 1992, 1997,1998).

Resulta interesante seguir no sélo a una familia de proteinas sino a la misma enzima de

diferentes especies. La estructura terciaria y cuaternaria de la TIM de varias especies es
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practicamente idéntica (Wierenga & Noble, 1992, Maldonado et. al., 1998) lo que la vuelve
una proteina interesante para comparar si se conserva el patrén de plegamiento. Por otro
lado, la comparacion de los patrones de desnaturalizacién de las TIMs de diferentes
gspecies permite determinar las caracteristicas comunes en la desnaturalizacion de esta
proteina.

La cinética de renaturalizacion de la TIM de conejo (Waley, 1973., Zabori et al., 1980)
muesira la presencia de un intermediario transitorio. Los estudios al equilibrio han
reportado un patrén de desnaturalizacién de dos estados. La desnaturalizacién al equilibrio
de la TIM de humano (Mainfroid et gl., 1996 a), Plasmodium falciparum (Gokhale et al.,
1999) y de levadura (Vizquez-Contreras ef al., 2000) inducida por urea, asi como el
desplegamiento de la TIM de Leishmania mexicana (LmTIM) (Lambeir ef al., 2000) en
GdnHCI, muestran una transicién de dos estados. Sin embargo la desnaturalizacién
inducida por GdnlCl para Plasmodium falciparum (Gokhale et al., 1999), yTIM (Vizquez-
Contreras et al., 2000, Morgan et al., 2000) y LmTIM (Lambeir et al., 2000) con cambios
de pH, sefiala la presencia de intei;rnediarios en el proceso. En el caso de Plasmodium
Jalciparum el intermediario no s¢ caracterizé totalmente y los autores se limitaron a
proponetlo como un agregado.

Para la yTIM desnaturalizada con GdnHCI, Vazquez-Contreras ef al. y Morgan et af
observan un patrén de desnaturalizacion monofésico en el que sin embargo, se encuentra un
intermediario que fue caracterizado por diferentes técnicas como un intermediario
monomérico (Vazquez-Contreras et aql,, 2000, Morgan ef al., 2000). En contraste, la
desnaturalizacién térmica de esta misma enzima sugiere que la yTIM se dimeriza de

manera acoplada al replegamiento de Ia enzima. (Benftez-Cardoza et al,, 2001)
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Este trabajo muestra por primera vez la presencia de dos intermediarios en el
desplegamiento de la TIM. La caracterizacién del patrén de desnaturalizacién con GdnHCI
por técnicas espectroscopicas indica la existencia de un pairdn de desnaturalizacion de tres
estados (Tabla V). Sin embargo, el uso de la cromatografia de exclusidn molecular nos
permitié observar que las dos transiciones observadas por fluorescencia, SCM y DC:
DS5D* y D*S52U, incluyen en realidad tres transiciones DSD*S2M*5210 (sélo
detectables por cromatografia). Por otro lado, nuestros resultados explican la
irreversibilidad del proceso en términos de la presencia de agregados formados muy
probablémente por la asociacion incorrecta de los intermediarios D* y M* como se ha
observado para otras proteinas (Fink, 1998).

No es muy claro ¢dmo a pesar de tenmer estructuras terciarias y cuaternarias
.pr:icticamente idénticas, las TiMs de diferentes especies pueden tener mecanismos de
desplegamiento tan diferentes. A pesar del alto porcentaje de identidad en las diferentes
secuencias reportadas para las diferentes TIMs, del 100% de la conservacién de los
residuos del sitio activo ¥ a la gran identidad en la sobreposicién de algunas estructuras
(Wierenga & Noble, 1992), es claro que la estabilidad de los intermediarios es diferente en
las diferentes TIMs.

Resultados preliminares con la TIM de Trypanosoma cruzi (TcTIM) muestran que el
grado de complejidad en la presencia de intermediarios puede ser todavia mayor (Vazquez-
Contreras et al., en preparacion), y seria importante entender si el hecho de que la LmTIM,
la TbTIM y la TcTM son proteinas glicosomales (Opperdees & Borst, 1977) estd
relacionado con la existencia de intermediarios. Como la sintesis de la TIM de estos

organismos ocurre en el citosol y posteriormente la proteina se transporta al glicosoma
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(Opperdoes et al., 1984), seria importante conocer si la presencia de estos intermediarios
tiene algin papel en el transporte de la proteina a esta estructura, Es importante conocer si
la presencia de mas de un intermediatio es caracteristica de la TIM de los tripanosométidos.
Esto se entendera con la dilucidacién de patrones de plegamiento de TIMs de diferentes

especies.
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Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo se caracterizé a la TIM de Trypancsoma brucei. Con el objetivo
inicial de identificar la exposicion al solvente de regiones de la proteina a lo largo de la
curva de desnaturalizacidn, se construyeron mutantes con Ws sustituidos. Las mutantes
construidas, sobreexpresadas y purificadas fueron WI12F, W159F y WI12F/W193F. Para las
mutantes WI12F y  WI2F/W193F se determinaron sus parimetros cataliticos y
espectroscopicos asi como su estabilidad a Ja dilucidn. Por otro lado, al igual que la TbTIM,
se determind su patrdn de desnaturalizacién en urea y GdnHCL

La desnaturalizacion de la TbTIM y las mutantes W12F/W193F por urea y por GdnHCI
se puede describir como un proceso en el que se encuentra involucrado por lo menos un
intermediario. La existencia de esta(s) especie(s) se propone a partir de la no coincidencia
en las diferentes sefiales seguidas, asf como por la presencia de una regidén en meseta
observada a concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea y entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCI (por
DC y fluorescencia). El aumento en la intensidad de fluorescencia del ANS, apoya la
hipdiesis sobre la existencia de upa especie con regiones hidrofdbicas parciaimente
expuestas al solvente en esos mismos intervalos de concentraciones.

La sustitucion de los residuos W provoca una desestabilizacion de la proteina nativa con
respecto a la proteina silvestre, que se reflgja como una mayor sensibilidad al efecto del
desnaturalizante y una meseta mas evidente en ambos desnaturalizantes. -

A partir de los patrones de desnaturalizacién obtenidos para las mutantes y de un
analisis de la contribucion a la fluorescencia de los W12 y W159 de la TbTIM, se propuso
un esquema gradual de las diferentes regiones de la TbTIM que se exponen durante la

desnaturalizacion por urea y GdnHCI.
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Por otro tado, se calibrd una columna de exclusidn molecular para determinar el R; de la
TbTIM a! aumentar la concentracién de GdnHCI. Los datos hidrodindmicos obtenidos
muestran la presencia de dos intermediarios durante la desnaturalizacién por GdnHCL. Se
observé también gue los intermediarios coexisten con una especie de alto peso molecular
que proponemos como un agregado. La presencia de estas moléculas agregadas
correlaciona con la regién donde se no se observa ningiin porcentaje de reversibilidad en el
proceso de desnaturalizacion.

Se obtuvo el perfil cromatografico de la desnaturalizacién por GdnHCIl de una mutante
monomérica donada por la Dra. Gloria Saab (IBT, UNAM). Gracias é la comparacién de
los datos obtenidos por el dimero nativo y la mutante monomérica, fue posible proponer un
estado de asoclacidn para los dos intermediarios observados por cromatografia en la
TbTIM: un intermediario dimérico D* y un intermediario monomérico M*. Los resultados
de la desnaturalizacién de ia TbTIM inducida por GdnHCI seguida por diferentes téenicas,
nos permitieron proponer un modelo en el cual existen 4 estados solubles D, D*, M* y U,
asi como un agregado A. Los datos de fluorescencia, actividad catalitica y DC permiten
observar las transiciones DSD* y D*52U. Sin embargo, los datos de cromatografia
permiten observar una fercera transicion incluida en la segunda transicién observada por
ténicas espectroscOpicas. El modelo propuesto es el siguiente:

A A

1 T
DS D* 52M* 5 20

Este trabajo deja abiertas varias vias de exploracion en la establidad de la ToTIM.

Ademas de las mutantes WI12F, WI59F y WI12F/W193F Se‘construyeron las siguientes
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mutantes: W90Y, WI70F y WI93F. Y también algunas mutantes multiples:
WO0Y/WI159F, WI2F/W90Y, WI2ZF/W90Y/ WI159F y W170F/W193F que se utilizaron
para consiruir dos mutantes cuddruples, WI0Y/WI159F/W170F/W193F (Trpl2) y la
WI12F/W90Y/W159F/W193F (Trp170). Se construyd también una mutante sin triptofanos.
De todas estas construcciones solo se sobreexpresd y purificd la mutante llamada Trp170.
Esta mutante resulta interesante ya que el W170 es uno de los residuos mds conservados en
la TIM de diferentes especies {de las secuencias reportadas, sélo la TIM de Pyrococcu&
woesi no tiene W en esta posicién). Por otro lado, este residuo se encuentra en el asa
catalitica, por lo que seria interesante seguir la fluorescencia del W170 como resultado de
la union de andlogos del sustrato o el desplegamiento seguido por fluorescencia de un sélo
residuo W.

La mutante Trpl2, s6lo posee al W de la interfase. Por lo que serfa posible seguir los
cambios en la fluorescencia del W12 como resultado de la disociacién por
desnaturalizaci6n con agentes quimicos o por efecto de la dilucion.

La mutante de TbTIM sin triptofanos puede servir potencialmente para insertar algin
residuo W en alguna regién particular y seguir su fluorescencia,

Hay que aclarar que uno de los resultados de este trabajo es que la sustitucion del W12 y
W193 en la WI12F y W12F/W193F provoca que la enzima sea més sensible a los efectos de
dilucién y de concentracién de los dos desnaturalizantes empleados. Por lo que s muy
probable que la purificacion y caracterizacién de las mutantes multiples no sea exitosa, o
bien que la proteina no se comporte de manera parecida a la proteina silvesire en su patrén
de desnaturalizacién. Por otro lado, es necesario determinar el estado de asociacion de cada
una de estas mutantes, ya que resultados obtenidos én nuest.ro grupo de trabajo (Hernandez-

Alcéntara et gl., 2002) indican que en ocasiones, la sustitucion de un sélo residuo en la
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TbTIM (en su caso C14F), puede provocar que la enzima pierda su estado de asociacion
dimeérico.

La calibracién de una columna de filtracién molecular en condiciones nativas y
desnaturalizantes (GdnHCI 6M), y los resultados que se obtuvieron de clla, exige la
obtencién del Ry para la TbTIM desnaturalizada por urea. Es necesario realizar la
calibracion de la columna a 8 M de urea, utilizando los valores de R reportados en la
bibliografia para esta concentracion de desnaturalizante (Uversky, 1993). Si los datos en
condiciones nativas y en 8M de wurea se ajustan 2 una sola curva como en el caso de los
datos con 6M de GdnHC, en principio se podrfa obtener més informacién sobre la o las
especies que se encuentran en la region de meseta que reporta un aumento en la intensidad
de fluorescencia del ANS (2.0-5.0 M urea). También se podria saber si la irreversibilidad
en el proceso se debe a [a formacién de agregados. Si este no es el caso, habria que
incursionar en la posibilidad de que esta irreversibilidad se deba a degradacion quimica.

Por otro lado, la apregacién siempre se ha considerado un evento indeseable en los
estudios de plegamiento de proteina‘é. Es dificil reportar datos con proteinas que se agregan
y que presentan un proceso de desnaturalizacion irreversible. Sin embargo, los agregados
han empezado a ser el blanco de la investigacién de varios grupos. Esto se debe a que en
los ultimos afios, los agregados de proteinas mal plegadas se han relacionado con las
llamadas enfermedades conformacionales como las amiloidosis, las enfermedades
priogénicas y algunos otros desordenes que involucran depositacion de agregados
proteicos.

Se dice que los agregados encontrados durante el plegamiento o desplegamiento de las
proteinas, se¢ forman por la agregacidn hidrofobica de estados parcialmente plegados o

desplegados. Algunos estudios han propuesto que la agregacion se debe a la asocjacion
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especifica de intermediarios parcialmente plegados y que la agregacién puede favorecerse
si se mantienen las condiciones que promueven la presencia de estas especies (Fink, 1998.,
Uversky er ai., 2001), por lo que es importante establecer las propiedades de estos
intermediarios que tienden a agregarse.

La agregacién se ha considerado por mucho tiempo como un proceso no especifico, sin
embargo, reportes recientes indican que el fendmeno es resultado de interacciones
intermoleculares especificas entre intermediarios del plegamiento como los glébulos
fundidos. La caracterizacién de los agregados ha mostrado que éstos tienen una estructura
ordenada, particularmente rica en estructura f-plegada (Jackson erf al., 1999., Uversky et
al., 2001) Incluso se ha mapeado el sitio de nucleacién de un intermediario globulo
fundido que forma agregados ricos en estructura 3-plegada, donde se observa que el 4rea de
contacto de la proteina agregada es especifica e involucra a ciertos residuos {Hammarstrém
et al., 1999).

Por todo esto, los agregados constuituyen otra fuente de investigacién. En este trabajo,
los agregados aparecen como una especie relativamente uniforme en tamafio. Aunque el R,
méximo que alcanza a resolver la columna es 54.0 A, y los agregados son de
aproximadamente 47.0 A, siempre hemos atribuido el tamafio uniforme a que el volumen
de elucién de los agregados estd en el limite de exclusién de la columna. Serfa muy
interesante inyectar estas muestras a una columna con un intervalo de resolucion de masa
molecular mayor, para determinar si la especie A estd formada efectivamente por especies
del mismo tamafio. Posteriormente serfa interesante separar a la especie A por esta misma

técnica y determinar su contenido de estructura secundaria.
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Aungue la TbTIM ha resultado ser una enzima dificil de caracterizar, debide a la
irreversibilidad y agregacion del proceso, las anteriores propuestas permitirian obtener mas

informacién sobre el proceso de desplegamiento de la ThTIM.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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RESUMEN
Lafluorescenciadel 1-anilinc-8-naftalenosulfonato
(ANS) es dependiente de la polaridad del ambiente,
incrementandose conforme Japolaridaddisminuye. El
aumentoenlaintensidad delafluorescenciadel ANSal
unitse a regiones hidrofébicas durante estudios de
desnaturalizaciény renaturalizacién de proteinasin
vitro hapermitidoevidenciar lapresenciade interme-
" diarios quenotienenunempaquetamientorigidoenel
interior delaproteina. Estosintermediarios se conocen
como glébulos fundidosy sehanencontradoeniaruta
deplegamiento de muchas proteinas globulares.

PALABRASCLAVE: ANS, gl6bulo fundido, fluc-
rescencia, proteinas globulares, desnaturalizacion,
renaturalizacién.

ABSTRACT

TFluorescenceof 1-anilino-8-naphtaleresulfonate (ANS)
depends onthe polarity of the environment, increasing
asthe polarity diminishes. The increase influorescence
intensity of ANSbound to hydrophobicregions during
depaturation andzenaturation studiesofproteins hasled
totheidentification of folding intermediates thatlack
rigid packing at the center of the molecule. These
intermediary statesare knownasmolten globules and
have been found in many folding routes of globulat
profeins,

KEY WORDS: ANS, molten globule, fluoresosnce,
globularproteins, denaturation, renaturation

INTRODUCCION

Paraser biolégicamente activas, las proteinas deben
adoptarunaestructura tridimensional gnica, quecons-
tituyesu conformacién nativa y funcional. Laadopcion
de estaconformaciSn ocurre durante y después dela

sintesis de las mismas en los ribosomas. It vive,
algunos pasos del plegamiento son catalizados por
proteinas como la peptidil cis-frans isomerasa ola
isomerasade disulfuros, y porlas chaperoninas, que
evitanlaagregacidnirreversibleen condiciones extre-
mas, Sinembargo,in vitro, esposible Hlevar acaboel
plegamiento de proteinas pequefias y globulares sin
informacitn o energiaadicional, modificandosolamen-
telas condicionesdel disolvente.

Siguiendo los cambios en actividad catalitica,
dicrofsmocircular (DC}, la fluorescenciaintrinsecao
extrinseca, es posibleseguirlos cambios conformacio-
nalesdurantela desnaturalizacién deunaproteinaal
aumentat la temperatura, presién, concentraciénde
solutesobien modificando el pH. Cuandolas condicio-
nesfisicoquimicasdel disolventeregresanalas fisiolégi-
cas serecuperalaconformacion nativaylafunciénde
laproteina. Estoindicaque enlaconformacién nativa,
lasinteraccionesentrelasecuenciade aminodcidosyel
ambientequelos rodeajuegan un papel determinante.

Sitomamosencuenta el nimero de conformacio-
nes posibles que puede adoptar una cadena
polipeptidica, este mimero estan grande, queel tiempo
enquevnacadenapolipeptidicaadoptariasu estructura
nativa explorando al azar todos estos conférmeros
serfamayoralaedaddel universo(1). A pesardeesto,
lasproteinas se pliegan en periodos de milisegundosa
segundos, Esta observacion se conoce como la para-
dojadelevinthal, quienen 1968, sugirié laexistencia
de rutas preferenciales de plegamiento, Esto Hevd a
proponer laexistenciadeintermediarios cinéticamente
accesibles, estados transitorios que de algunamanera
“dirigieran” laruta deplegamientode las protefnas. Si
eslos estados existierany fuera posible establecersus
estruchuras y energias, se podrian deterninar los facto-
resque gufan el plegamiento por rutas productivas, Los
estudiossobreintermediarios en el plegamientodelas
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proteinas después de 1988, indican que existen confor-
maciones llamadas “estados desnaturalizados com-
pactos”. De estos estados los més conocidos sonlos
“molten globules” o glgbulos fundidos.

ELGLOBULOFUNDIDO YLAIMPORTANCIA
DEUNINTERMEDIARIO EN LOSESTUDIOS
DEPLEGAMIENTODEPROTEINAS

El glébulo fundico es una conformacién con mucha
estructurasecundaria, sin interacciones terciarias fijas.
Esta conformacién presenta los grupos arométicos
expuestosal solvente, un alto grado decompactacitn
pero sin empaquetariento rigido en el interiordela
moléculay unineremento enlas fluctuaciones delas
cadenas laterales, Este tipode intermediarios se acu-
mular en los primeros estadios del plegamiento-de
muchasproteinas, loquesugierelaexistenciadeunruta
cinética general en este praceso.

Unaconsecuenciaimportante dela adquisicion de
estas conformaciones transitorias es que se limita el
nimero de éstas queuna cadena polipectidica puede
tener, para conducir, de una bisqueda azarosa de
conformaciones hacia estructuras energéticamente
accesibles.

Los métodos que pueden utilizarse para caracteri-
zar Ja conformacion de estos intermediarios que se
formanenlafase més répidadel plegamiento{10%s)son
pocos, aunquesetienenresultados de dicroismocircu-
Iak, especiroscopiaderesonanciadelespin delelectrén
(electronspinresonancespectroscopy}y resonancia
magnéticanuclear(NMR). Elobjetivodeestarevisién
es resumir algunos resultados sobre el uso de una
pruebamfissimpleparaevidenciary caracterizarinter-
mediarios conformacionales deplegamiento deprotei-
nascomoel glébulo fundide.

ELUSODELAFLUORESCENCIAENEL,
ESTUDIODEPLEGAMIENTODEPROTEINAS
Lamediciéndecambiosenlaintensidadde fluorescen-
ciaesunadelasécnicasmésutilizadas pava proveerde
informaciéncinéticay termodindmicaenlosestudiosde
transicién de macromoléculas, Estose debe principal-
menteaquelasensibifidad delafluorescenciapermite
realizarestudios con concentraciones micromolareso
menoresdelamoléculaaestudiar.

~. Losfiuoréforos usados en bioqufmica pueden ser

intrfnsecos (como losresiduos de triptofancs delamis--

maproteina) o extrinsecos (moléculas queal estaren
contactocon laproteina presentancambios enlainten-
sidad desu fluorescencia). Los fluorSforos extrinsecos,
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pueden unirsecovalenteonocovalentementealamo-
léculadeinterés.Laflnorescenciareflejalasinteracciones
delfluor6foroconlasmoléeulas circundantes, especial-
mente aquellas presentes durante ¢ estado excitado.
Lafluorescencia es muy sensible y varios parimetros
de ésta como lalméx (longitud de onda de méxima
emisidn), laintensidad de fluorescenciay lavidamedia
puedenserafectados de diferentes maneras.

UNAPRUEBAEXTRINSECAPARA
ELPLEGAMIENTODEPROTEINAS
Elfluoréforoextrinseco 1-anilino-8-naftalenosulfonato
(ANS)(Fig.1) presentauna bandade absorcién méxi-
maentrelos 270y 360nm. Alabsorberluz lamolécula
del ANS pasa de su estado basal al excitado, Eneste
estado, cl momento dipolardel ANS esmuchomayor
queenelestadobasal y porlo tantolainteraccidndel
ANSconlasmoléculasquelorodeanesdiferentedela
queexistia antes delaabsorcién. Lareotientaciényla
transferenciadeenergiaalasmoléculas vecinas peomi-
te que el ANSvuelva poco a poco a su estado basal.

N/H 503

qg®

Figura 1. Estructura de) 1-anilino-8-nafialeno suifonato.

Lafluorescencia del ANS presentaunadependen-
ciadelapolaridad del ambiente. Estacaracteristicase
hademostradoparavariosalcoholes y pararmezclasde
aguayetanol. El espectrodeemisiéndelafluorescencia
del ANS sc mueve hacialongitudesde ondamenores,
v laintensidad delafluorescenciaaumentamientraslos
disolventessoncadavez menospolares, (porejemplo,en
laFig. 2se muestracomo laintensidaddela fluorescen-
ciaaumentarnientraslapolaridad del mediodisminuye
enelsiguienteordendedisolventes:etilenglicol, metanol,
n-propanol, n-butanol y n-octanol). En percentajes
diferentes de etanol mezclado conaguase observael
mismocomportamiento.(Fig.2)

El ANSseempezdarelacionarcon laestructurade
las protefnas cuando se reports quela fluorescencia
minimadel ANS seincrementabacuandoeste fluoréforo
seuniaaalbiiminadesverode bovino. Posteriormente,
seutilizé al ANS enlaunién de apoproteinas. Lubert
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Figura 2. Bspectro doemision de fluorescenciade 10 Mdc ANS
en diferentes alcoholes, La intensidad de fluorescencia aumenta
y el méximo do cmisién se mueve hacia el azul (de 4802 450 1m)
mientras la polaridad del disolvente dismlnuye en el siguicnte
orden: etitenglical (Eg), metanol (M}, ctanol (E), n-propanol (F),
n-butangl {B) y n-octanol {O} {Sirycr,1965).

Stryer, en 1965, publico un extenso trabajo sobrela
uniénde ANS alaapchemoglobinay alaapomioglobina
bajo la suposicién de que este fluor6foro se uniz 2
regioneshidrofébicasy quelasinteraccionesentreel
hemo ylaglobinaerandenaturalezanopolar (2). Sila
hip6tesis de que la zegién de unién del hemo es

hidrofébica es correcta, el ANS deberia de formar:

complejosconetla,

Deeste trabajo se desprendieron varias observa-
ciones como son: la estequiometria 1:1 de ANS-
apoproteina, el desplazamiento del ANS porunién del
grupo hemoy laidentificacién delascaracteristicas de
lafluorescenciadel ANS enambienies con diferentes
polaridades. Perosobre tedo, se hicieron dos obser-
vacionesimportantes: Japrimera es quelaafinidad del
ANS porlaapoprotefna disminuye notoriamenteapH
5,loqu significa que a pHsdcidos el sitio de uniéna
ANS se pierde, yaquelaprotefnase encuentradesna-
toralizada y no existen regiones hidrofGbicas enla
proteinaquelounan. Lasegunda esquese proponeel
uso de esta molécula para detectar cambios en la
estructuraterciaria y cuaternariadelasproteinas, que
afectenlaaccesibilidad deregiones nopolares.

Elusode ANS en estudios estructurales se exten-
di6 cuando se obtuvo el dimerodel ANS, el 1,1bis(4-
anilino-5-naftaleno scidodisulfénico) o bis-ANS yse
comprobd gue las propiedades espectioscopicas de
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estamoléculasonsimilaresalas del compuestooriginal
yuelaafinidad porlaalbiminadesuero debovinoes
dosédrdenes de magnitudmayorqueladel ANS(3). Se
considera que el bis-ANS, al igual que el ANS esuna
molécula que s¢ une a superficies hidrofébicas de
protefnas. B bis-ANS tieneuna fluorescenciaminima
enambientes polares ysu emisin aumenta considera-
blemente en ambientes no polares. Se usa de manera
indistinta con el ANS, en estudios de cambios
conformacionales enlasproteinas.

Este Gltimo compuesto se hausado para seguirla
desnaturalizacién y renaturalizacién reversiblede la
chaperonina GroES. Por medio de anisotropia de
fluorescencia, fluoreseencia intrinseca, velocidad de
sedimentacién y unién debis-ANS seobservéque la
desnaturalizacién conurea y larenatutalizaciéndeesta
proteinaesun procesoreversible y espontineoqueno
requierede otras proteinas para que GroES se pliegue
asu estado nativo y recuperesu actividad(4).

LAS PRIMERAS EVIDENCIAS SOBRE LA
EXISTENCIADEL GLOBULO FUNDIDO
Las primeras evidencias sobre la existencia de un
glébulofundidose obtuvieron desnaturalizandoprotei-
nas globulares con concentracionescrecientes declo-
rurode guanidina (Gu-HCh). Losespectros de DCen
laregiéndel UV lejano, mostraban laexistenciade una
estractura semejantealanativa, y por otrolado, enla
regién del UV cercano,unaestructurasemejanteala
desnaturalizada. Estosugeriala existenciadeinterme-
diariosestables, parcialmentedesnaturalizados, conun
ambiente pocosimétrico paralos gruposarométicos,
peroconestructurasecindariacomparableala confor-
macidnnativa. Estudios posteriores cono-lactalbimina
mostyaron que estos intermediarios podian obtenexse
usandoconcentraciones moderadasdel desnaturalizante
GdnHC), a pH 4cido moderado 0 aumentando la
temperatura. Laconclusitn de estos irabajos, fue que
lasa-lactalbiminas tanto de humano comode bovino,
presentanformasintermediasalanativay aladesnatu-
ralizada(5). ‘
Seobtuvieronresultadesiguales para otras protei-
nas como {a anhidrasa carbdnica y el citocromo C,
entre otras. Se propuso que la estabilidad del estado
intermediario ceinpactoo glébulo fundido, se debiaa
lasinteracciones hidrof6bicas delamolécula, loque
llevd a utilizar sondas conocidas capacesde unirsea
regioneshidrofGbicas paraque seunieranalastegiones
hidrofdbicas delas proteinasen ¢l estado de glébulo
fundide, Algunosdelosestudios condiferentes protef-
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pasqueidentifican]aexistenciadeun glébulofundidoy
lastécnicasutilizadas seexplican acontinuacion y se
enciientran resumidas, junto con losresultadosobteni-
dos, enlatablal.

Experimentostealizadoscon laanhidrasacarbénica
deeritrocitosdebovino, mostraronel incremento de la
fluorescenciadelameléculadel ANS cuandoseuniaa
lacadenapolipeptidica durantelarenaturalizaciéndela
proteina. Se observé que €]l ANS se unfa débilmente
tantoalaproteina desnaturalizada comoalaproteina
nativaenun tierapo menor 2 1 ms. Esto sugiereque el
incremento en laintensidad de finorescenciadel ANS
durante la renaturalizacién de la proteina, reflejala
cinética de formacién delosniicleos hidrofébicos (6).

Lascurvas deintensidad de fluorescenciadel ANS
coméra tiempo muestran dos etapas (Fig.3). En la
primera, laintensidad de finorescenciaaumentarépida
ysimultdneamenteal proceso de compactacién (medi-
do por DC), lo cual sugiere que se forman niicleos
hidrofébicos en el mismo tiempo. En la segunda,la
intensidad de fluorescenciadisminuyey esto aparente-
mente se debe a la desolvatacién de los nicleos
hidrofébicos por formacién de unaestructuranativa
rigidaconinteracciones terciarias estables., A partir de
" estostrabajoselaumento en laintensidad de fluores-
cencia del ANS se utilizé como una prueba que
evidenciabalaexistenciadel glébulo fundido.

Por otrolado, estudios con laanhidrasa carbdnica
yotras proteinas muestran que sisesigue laintensidad

Intensidod de fluorescencia del ANS
{ ynidades relotives
8

0.1 0.2 0.3 500 1000 1500
Tiempa (s}

Figura3. Renaturalizacidn dela znhidrasa carbénica. Intensidad
de fluorescencia del ANS contra tiempo durante &l proceso de
renzluralizaci6n de la anhidrasa carbénica, Seobservanclaramen-
tedos ctapas: en la primers, que representa los primetos segundos
del proceso de renaturalizaci6n, se observa que la intensidad de
fluorescencia suments ripidamente (y corresponde al progesode
compaclacién medido por DC({6)). Es en esta etapa cuando se han
formado nicleos hidrofébicos capaces de uniral ANS. Lasegunda
etspa inicia donde sc intcrrumpe la escals. A estos liempos
largos, laintensidad de fluorescencia del ANSdisminuvye, indican-
doque ia protefna renaturatizada que sc encuentra ahora en estado
nativo no une ANS va quz sus nicleos hidrofébicos no estén
expucslos,
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de fluorescencia del ANS cuando se aumenta una
condicidéndesnaturalizante comoel pHo laconcentra-
ciénde clorurode guanidina, esmuy claroquelascon-
formaciones nativa y desnaturalizada nounen ANS
(Fig.4). Avalores pequefios o muy altosde desnatura-

lizante, laintensidad de fluorescenciadel ANS esmini-
ma. Sin embargo, a concentraciones intermedias de
desnaturalizante, en las quese favorece laexistencia o
formaciéndeintermediarios, lafluorescenciaseincre-
mentasignificativamente, Laexistenciadeestemaximo
deemisiénenlafluorescenciadel ANSaldesnaturalizar
algunas proteinas, indica que en esas condiciones se
acumulanconfiguraciones ransitorias concaracterist-
cassemejantes a las de un glébulo fundido (7).

I '@'NS A [ans =3

1
ol ANS ~
In 50

ar

i 1 t 1
1 2 3 )

pH Cop=narlN}

Figura 4. A. Cambloen la intensidad de fluorescencia a 480 nm
de 250mMde ANS libre (O) y en presencia de anhidrasa carbénica
de bovino(®)al aumentar ¢l pH. B. Cambio cn la intensidad de
fluorescenciade 1z anhidrasa carbénica de bovino (@), 1a aphidrasa
carbénica de humano (®) y la B-faclamasa de Staphylococcus
aurcus (O al aumentar la concentracion de cloruro de guanidina
(Gu-HC1).Obsérvese como a bajas y altas concentraciones de
desnaturalizante {preseacia de estado nativo y desnaturalizadorespec-
tivamente), los valores de intensidad de fluorescencia del ANS son
pequefics. El pico de intensidad refleja la presencia de conformaciones
intermediarias que unen favorablemente ANS (7).

ALGUNOS EJEMPLOS DEL USO DEL
ANS EN ESTUDIOS DE PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS

Unodelostiabajos més completos quentiliza el ANS
para caracterizarun estado intermediario y cambios
conformacionalesen lasproteinasesel que utilizé ala
B-lactamasa de Sraphylococcus aureus, b a-
lactalbiminade humano, la B-lactoglobulinade bovi-
no, lafosfoglicerato cinasa de levadura, asf como la
anhidrasa carbénica de bovino (CAB). En la
renattralizacién deestascinco proteinasse observaron
dos fases: la formaci6nde un glébulo fundido, seguida
de la transicion al estado nativo. La formacion del
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glébulo fundido corresponde al méximode fluorescen-
ciayalaformacién deun nicleo hidrofébico (8). La
velocidaddelincremento enlafluorescenciadel ANS
es igual a la velocidad de compactacién de estas
proteinas medida porotras metodologias.

Bstudios previos con f-lactamasa, caracterizan
dosestadosintermediarios con propiedades semejan-
tesal giobulofundido bajocondicionesde pH diferente
yaltaconcentracién de sal. Enestetrabajo sesiguidla
desnaturalizacion de la B-lactamasa entre pH 2.5y
11.5 en baja fuerza iénica. La desnaturalizacién se
siguiéporDCenel UV cercanoy lejano, asi como por
fuorescenciadelostriptofancs. Seencontréun primer
intermediario (llamado “A”} en condicionesdealta
fuerzai6nicay bajo pH. Esteintermediarioposee una
estructura secundaria semejante a la conformacién
. nativa pero una estructura terciaria “desordenada”.
Con alta fuerzainicay pHalcalino, seencontré otro
intermediario (Ilamado “B”).Este estadoes compacto
peromésexpandido que el estadonativo. Aunque“A”
se agrega con gran facilidad, “A” y “B” unen ANS
fuertemente, mientras que Jos estados nativo y desna-
turalizado no lo hacen. Esto sugiere que “A” y “B”
presentanunincremento ensusuperficie hidrof6bica
expuesiay accesibleal solvente.

Los resultados obtenidos en combinacién con
DCyfluorescenciaintrinseca permiten concluir que
lasinteracciones hidrofébicas tienen una gran impor-
tanciaenla formaci6n de estos estados intermedia-
riosy elambientede los triptofanos es més hidrofébico
que en el estado nativo, “B” no muestrael picoa 250
nm caracteristico, obtenido pos DCenel UV cerca-
no, que corresponde alajonizaci6n delas tirosinas
delacadena, lo que indica que ¢l ambiente de éstas
es hidrofébico. Este trabajo no solo reporta 1a
existenciadeun glébulo fundido, o dos estados con
caracteristicas semejantes a £ste, sino que senalala
importanciade las interacciones hidrofébicas enla
formacién de estos dos estados a partir del estado
desnaturalizado, asi como enla transformacion al
estado native (9).

Enitraproteina, lalisozima, elusode fluorescencia
intrinseca, de un inhibidor competitivo unido auna
sonda fluorescente (para monitorear el desarrollode
los cambios conformacionales del sitio activo}, asi
comoelusode] ANSy lacomparaciéncon resultados
obtenidos porDCenel UV cercanoy lejano, NMR e
intercambiodeuterio-hidrégeno permitieron monitorear
estos cambios tanto del ndcleo hidrof6bico comolas
interaccionesentrelos dosdominios.
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Los resultados que se obtuvieron sefialaron que
ocurreun colapso hidrof6bico enlas especies que se
forman durante los primeros milisegundos de sy
renaturalizaciény quepueden observarsedosinterme-
diarios. El primero, parcialmente colapsado, con es-
tructura secundaria pero sin interacciones terciarias
estables. Elsegundo, conunaestructuracon el dominio
de hélice « estable pero ¢l dominio f inestable y
fluctmante. El empaquetamientolaxode los estados de
giébulo fundido favorecié 1a unién de ANS y el
intermediariodela fase temprana present mayorunién
a ANS queel intermediario dela fase tardfa (10). En
otros trabajos se ha caracterizado la estabilidad
conformacional del glébulo fundido y el estadonative
enel citocromo Cdecaballoy ladihidrofolato reductasa
dek.coli. Enellossedetects también el desarrollode
superficiesno polaresdurante el plegamiento porincre-
mentodelafluorescencia del ANS enlosprimeros5
milisegundos, queindica que el primerintermediario
detectable tiene superficies hidrofébicas capaces de
unirestamolécula(11). :

La caracterizacién del gl6bulo fundido de 1a
glutaminil-tRNA sintetasa de E.coli por
desnaturalizaciénconureamuestralaexistenciadeeste
intermediario abajas concentraciones de este agente,
La fluorescenciaenel estado nativoesigual al control
de ANS en ausencia de protefna. A 2 M de urea, la
fiuorescenciadel ANS aumentahastaun miximoy va
disminuyendoa3.5Mdeurea(12).

Unadelasincertidumbres que presentaba efusode
ANSeraquelainteraccion fluortforo-protefnapudiera
deberse noséloalos gruposhidrofébicosde laprotei-
na, sinc también a fuerzas electrostiticas (ya que el
ANS tiene un grupo sulfonilo), o a que la molécula
pudieraunirse agruposhidrofSbicos individuales que
noestininvolucradesenun grupo hidrofébico o con
estructurasecundaria. Esto se aclaré permitiendo que
¢l ANS se unjera a homopolipéptidos sin cadenas
lateraleshidrofébicas como el poliscido glutimicoyla
polilisina, El primeromostréunaconformacién “alazar”
apHnentroy alcalino(condicionesen quetienen carga
negativa). Lapolilisina (cargada positivamente a pH
neutro y 4cido) presenta esta misma estructura. El
seguimiento dela fluorescencia del ANS al unirse a
estoshomopolipéptidos mostréque la fluorescenciano
dependede la presenciade gropus cargados positivao
negativamente. Lapolilisinaenconformaciéndehélice
a no presenta gran afinidad por el ANS, pero en
conformacién de f plegada si une ANS con mayor
afinidad. Estos resultados mostraron queni la confor-
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roacién “al azar” niladehélice crpresentanunisnpor
ANS, mientras quelaestructuradef plegada, porser
més hidrofébica, une ANS aénenaunsenciade cadenas
laterales hidrofébicas{7).

CONCLUSIONES

El plegamiento delas proteinasapartir deunasecuen-
cia primaria hastauna estructura tridimensional con
actividad catalitica, esuno delos problemas de mayor
interés para la bioquimica, La inmensa cantidad de
conformaciones que potencialmente podria adoptar
unaprotefnay el tismporeal enquestucede el proceso
de plegamientocliminalaposibilidad de que éstescaal
azar, Se ha propuesto entonces, que este proceso de
plézamientoestédirigidoy queexistan intermediarios
cinéticamenteaccesibles, Porlotanto, laidentificacién

Chéanez Cirdenas M E

delos giébulos fundidos durantela renaturalizaciénde
una protefnaes muy importante,

Aunque nose conoce exactamente porqué el ANS
fluoresce al unirse a las regiones hidrofébicas, esta
moléculatienelas caracteristicasespectroscépicasyel
comportamientoendiferentessolventes polaresquelo
hacen una prueba fluorogénica excelente deunidéna
estetipoderegiones, El aumento en laintensidad de
fluorescenciaal unirse aintermediarios parcialmente
plegados, asi comola fluorescenciaminimaal unirseal
estado nativo odesnaturalizado, permitieron concluir
queJamedicion de los cambios de fluorescenciadel
ANS constituye una pruebasencilla para identificar
intermediarios con las caracteristicas de un glébulo
fundido. E1 ANS o elbis-ANS, también han servido
parajdentificar cambios conformacionalesenlos que

TABLA I

VI Ih

— i ——
TRCHICAY UTLLIZADAS

e,
REJULTADOE

Anhidzhsa cagbénica de
aritrocltos de bovine (8}.

Eotudios de ceanturalizncidén
weguldor por DG y fluorescencia
del ANS.

Identificoeidn do una estructura
<on caracteristican semedantaz o
un globulc fundide.

AAhidrssn carbonica 26  bovins Y
<e humane, P-lactamasa de 5.
auzcus (Th.

Estudios de deshaturallzagldn por
Eluereacencia de ANS.

Ydentlficaclén de un gidbule
fundido. Obaccvaclén importantas
los conformyciones nativa y
desnaturaliznda no une ANS.

p-lactemaca do F. avrous, a-
Aagkalbimina do humang, p-
lactoglobul bna do bavipo,
tosfogllearato ¢inooa de
levadura, anhidrasa caxbénlea de
bavino {8},

Estudios de desnatucalizacién
siguionda s intengidad de
flborescencia del AHS. Seguimlento
de la fermacién de eatcuctuca
secuddaria por OC.

La volocidsd del incramento on 1a
intensidad du  fluorescencla cel
hHS cortraponde & la conpactacién
de las preteinas mediga por DC.

B-lactanase (9.

Dezneturalizacién por variaclon de
PH ¥ fuerza 1$nica. Sequimfento de
saNales ce DG ¢h UV cercano y
tejano, fluoresoncid intrinseca y
walén de ANS.

Identiflencidn do doo catades
intermediacios “AY y "B~ que unen
ANS. “A™ presantd cItiuctura
sesundacla cepejante a 1o Patlva ¥
TB” €5 un intermediarie mix
COTRRCts .

Ligozime [(2G).

Estudiox do deshaturalizacidn
slquiepdo fluormscencia
intzingaca, unién da inhibidor
corpatizive unide » uns sonda
flucrascante, OC en UY cercano y
lojang, MMR uso do ANS.

GlutamInll=tRNA sintotasu do
X.colf (11},

Durance losx primeros millsequndoy
ocurre ug golapec hidroléblico,
existen coz kntegmediarios, uno de
[aaec temprand que tiene mayodg
afinidad por AMS qua ol de la fasc
tardia.

Despaturalizacidn ¢on urcs
sigulende la intensidad de
{lvorescencin del ANS.

A 2H da uraa as Obsorva un mixime
de emidlén de flucrescenala de
ANS. No asi en 1a conformacidn
nativa . que tlens ol misme valor
que ¢l ANS contrel en ausencia de
piotoina,

Rroteina ol
galactoaa —H

rtadora dao £
de L.cold {13t.

Seqguitiento do cambios en la
fluozeacancia de ANS para seguic
1a unién de azdcares ¥y
antlbldétlces en la proteina
simpertadors.

Los azicares transportados
aumentan la [lucrescencia dal ANS.
Aquellos que se unen a la proteina
PeLo RG son Lrinsportados solo
Prevocsn un pequedo aumento, al
tgual que Inbibldorez que so vaen
PAEO NC zon tran3partados.
Aquellos azicates que no de uncn
ne provocsn aingdn combio.

Protetoa de unitn » recinol {14y,

Scgulmianto de zenales do OC on al
UY cercano y lejanc, [luscescencla
intrinseca, HMR, galeorimetria,
vizcosidad y unidn <de ANB.

A pH dclde, 1o apoproteinu
prescnta caracteriscloas
semcjantes a Lla conformacidn do
glébule fundido seguido Por estas
técnlcan,

Hemaglutinina dol vizua de la
influsnza [15).

Hehltogeo del canblo
conformecional de la hemoglutinlna
usando bls-ANS.

La hemaglutinina sufro un camblo
conlormacional a bajo pH ¥ de)a
expuestos sitles hidroldbleos gue
KRG 8¢n dgoesiblies a pH neutro.
Istle camblo PIOYOCA UR JUMERTD ©n
ia intensidead de {luoyescencias del
blg-RNS,

Hemopolipépt.ldos (7).

Uniba do ANS = polllising y
polidcide glutidmice a pH neutro,
alcaline y acide.

El ANS no se une g la
conformaclén  “al azac® nl a las
a-h¢licen. Ef ANS une
conlormaclones mis hldrnidhicas
oo Iaﬂuuctuzo do P-plagada.
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existeunestado de glébulo fundido con una funcién
biol6gica. Un ejemplo de esto es la proteina
simportadoradeD-galactosa-H+ deE.coli. El aziicar
provoca un cambio conformacional en la proteina
simportadora en el memento de ser trapsportada; el
aumentoen la flucrescenciadel ANS observadohace
pensar que durante e! transporte, la proteina adquiere
laconformaci6énde gl6bulo fundido (13). Otros ejem-
plos son la liberacién de retinol por la holo-RBP
(proteina de unidn a retinol)(14), que invelucra un
estado parecido al glébulo fundido en la proteina

cnando libera estamoléenla, ylaunién del virusdela.

influenzaalosreceptores de superficie delas células
hospederaspormediacidéndelahemaglutinina, acnal
presentaun estado con caracteristicas semejantes al
glébulofundidoal mediarestainteraccion (15). Et uso
del ANS ha demostrado que el glébulo fundidonoes
sélo vn intermediario que aparece in vitre en los
estudios de desnaturalizacién y renaturalizacion de
diferentes protefnas, sinoqueprobablemente, también
ge trata de un intermediario funcional importanteen
algunos procesosbiolégicos.
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The unfolding of triosephosphate isomerase (TIM)
from Trypanoesoma brucei (ThTIM) induced by guani-
dine hydrochloride (GAnHCI} was characterized. In
contrast to other TIMs, where unfolding is a twe or
three state process, ThTIM showed two intermediates.
The solvent exposure of different regions of the pro-
tein in the unfelding process was characterized spec-
troscopically with mutant proteins in which trypto-
phans (W) were changed te phenlylalanines (F). The
midpoints of the transitions measured by circular di-
chroism, intrinsic fluorescence, and catalytic activity,
as well as the increase in 1-aniline 8-naphthalene sul-
fonate fluorescence, show that the native state was
destabiiized in the W12F and W12ZF/W193F mutants,
relative to the wild-type enzyme. Using the hydrody-
namic profile for the unfolding of a monomeric ThTIM
mutant (RMMO-1TIM) measured by size-exclusion
chromatography as a standard, we determined the as-
sociation state of these intermediates: D*, a partially
expanded dimer, and M*, a partially expanded mono-
meric intermediate. High-molecular-weight aggre-
gates were also detected. At concentrations over 2.0 M
GdnHCI, the hydrodynamic properties of ThTIM and
RMMO-1TIM are the same, suggesting that the dimeric
intermediate dissociates and the unfolding proceeds
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through the denaturation of an expanded monomeric
intermediate. The analysis of the denaturation pro-

- cess of the ThTIM mutants suggests a sequence for the

gradual exposure of W residues: initially the expan-
sion of the native dimer to form D* affects the envi-
ronments of W12 and W159. The dissociation of D* to
M* and further unfolding of M* to U induces the expo-
sure of W170. The role of protein concentration in the
formation of intermediates and aggregates is dis-
cussed considering the irreversibility of this unfolding
process. o 2002 Elsevier Science (USA)

Key Words: triosephosphate isomerase; folding inter-
mediate; site-directed mutagenesis; tryptophan; fluo-
rescence; spectroscopy; circular dichroeism; size-exclu-
sion chromatography; aggregation; irreversibility.

Protein folding studies invelve the thermedynamic,
kinetic, and structural characterization of the native,
unfolded, and intermediate states of proteins. These
states have been studied by protein engineering and
biophysical techniques (1, 2}. Unfolding transitions in-
duced by urea, guanidine hydrochloride (GdnHCI),
temperature, or pressure have been used to estimate
the conformational stability of proteins (3). The revers-
ibility of these reactions is a necessary requirement for
the thermodynamic analysis of the folding process.

Although many proteins are oligemers, most dena-
turation studies have been performed with monomeric
proteins. Oligomeric proteins tend to have more com-
plex denaturation processes, in which precipitation
and/or aggregation lead to partial or complete irrevers-
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ibility of the process {4-8). Aggregation is frequently
preser in both in vitre and in vive folding and in-
creases at high protein concentrations. It has been
reported for human carbonic anhydrase II {7) and
staphylococcal nuclease (8}, among others, that protein
aggregation is assoclated with the presence of partially
folded intermediates (8). Homodimers such as triose-
phosphate isomerase (TIM)® are the simplest models of
oligomeric proteins. TIM catalyzes the interconversion
of p-glyceraldehyde 3-phosphate and dihydroxyacetone
phosphate in the glycolytic pathway. The catalytic
properties of TIM have been studied in detail and the
enzyme has been considered a perfect catalyst (10).
The three-dimensional structure of TIM from 11 spe-
cies has been reported, including the TIM from pro-
karyotes {11-15), unicellular eukaryotes including sev-
eral parasites (16-20), and multicellular eukaryotes
including man {21, 22). The tertiary folding pattern of
TIM is the prototype of the a/f barrel structure, Each
monomgr is approximately 250 residues long and con-
tains a complete active site, located near the interface
shared by both subunits. These subunits associate
through noncovalent interactions and the enzyme is
active only in its oligomeric state (23-29). All the wild-
type (wt) TIMSs studied so far are homodimers, with the
exception of those from Pyrococcus woesei and Meth-
anothermus fervidus, which are homotetramers (30).

A variety of spectroscopic techniques have been used
to characterize the unfolding of homologous TIMs. In-
trinsic fluorescence of the proteln has often been used
to follow the exposure of aromatic residues that occurs
during the dissoclation andfor unfolding induced by
urea (28, 31-33) or GAnHCI (32-36). All the TIMs used
in these studies are enzymes with multiple trypto-
phans (W), These residues can be used as very sensi-
tive probes te monitor conformatienal changes in pro-
tein folding, but the presence of more than one W
residue gives information on the average properties of
differen: regions of the molecule and limits the inter-
pretation of fluorescence data. Sometimes, this limita-
tion can be solved by replacing W residues with other
aromatic but less fluorescent amino acids, i.e., phenyl-
alanine (F} or tyrosine (Y) (37).

* Abbreviations used: EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid;
DTT, dithiothreitol; TED, buffer containing triethanolamine, EDTA,
and DTT; ANS, L-aniline $-naphthalene sulforate; CD, tircular dt-
chroism; SCM, spectral center of mass: IF, intrinsic fluorescence;
SEC-FPLC, size-exclusion chromatography-fast pressure liquid
chromatography; TIM, trlosephosphate isomerase, ThTIM and
yTIM, triosephosphate isomerase from 7Trypanosoma brucei and
yeast, respectively. W12F, WI159F. and W12ZF/W193F, mutants of
THTIM in which tryptophans 12, 159, and 12 and 193 are substituted
by phenylalanine, respectively: wt, wild type: R, Stokes radius, ¥,
phenylalanine; W, tryptophan: A, aggregates: D, native dimer; D*,
partially expanded dimer; M*. monemeric intermediate; U, unfelded
monomer,

CHANEZ-CARDENAS ET AL.

The structure and characterization of dimeric and
monomeric mutants of TIMs from Trypanosoma brucei
(TbTIM) have been studied (25-27, 29), but there are
no reports dealing with wt ThTIM unfolding. ThTIM
has five W residues at positions 12, 99, 159, 170, and
193, In this work, the denaturation induced by GdnHC1
of wt ThTIM and the W12F and W12F/W193F mutants
was studied, The transitions were followed by intrinsic
fluorescence, circular dichroism, catalytic activity,
l-aniline 8-naphthalene sulfonate (ANS) binding, and
size-exclusion chromatography (SEC). One of the de-
signed mutants (W12F/W193F) has the same number
of Ws as TIM from Saccharomyces cerevisiae (yTIM)
and in equivalent positions. This allowed a comparison
by intrinsic fluorescence, of the denaturation pattern of
yTIM and TbTIM, In addition, the single mutants
WI12F and W159F were constructed to analyze the
contribution of these Ws to the fluorescence spectrum
of the native protein. Analysis of the fluorescence data
obtained for the three mutants provided information
on how the different regions of TbTIM are exposed
during the unfolding process. In addition, we show that
in GdnHC], ThTIM follows a complex and irreversible
denaturation process that involves dimeric and mono-
meric intermediates that are prone to aggregation. The
high-molecular-weight agpgregates detected by SEC-
fast pressure liquid chromatography (FPLC) may ac-
count for the irreversibility of the transitions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
THTIM Gene

The TbTIM gene was a kind gift of Dr. P. A, M. Michels (Research
Unit for Tropical Diseases, [CP-TROP, Brussels, Belgium).

Construction of Mutant Enzymes

Substitution of W residues by F at positions 12, 159, and 193 was
achieved by site-directed mutagenesis with the polymerase chain reac-
tion (PCR) using the Expand high-fidelity PCR system (Boehringer)
and the following forward and reverse oligonucleotides, respectively:
WI12F mutant, 5-ATCGCAGCCAGCCAACTICAAGTGCAACGGC-Y
and §'-GCCGTTCCACTTGAAGTTGGCTGCTGCGAT-3" Wi59F mu-
tant, 3'-CTGAAGAAGGCTGACTTCGCCAAAGTTGTCATC-3 and 5'-
CATGACAACTTTCGCGAAGTCAGCCTTCTTCAG-3; And WI193F
mutant, 5'-GCACTCATCCGCAGCTTCCTGAGCAGCAAGATT-3 and
5"-AATCTTGCTGCTCACGAAGCTGCGGATGAGTGC-3. For the
three mutants, the T7 promoter and T7 terminator oligonucleotides
(Nevagen pET System) were alse used.

PCR products were cloned in the pET3a vector and
BLZI{DEY)pLysS celts (Movagen) were transformed with them.
Cemplete genes were sequenced. The doubtle mutant W12E/AW193F
was constructed as follows: pET3a-Wi2F and pET3a-W193F were

‘digested using Kpni and BamHI. in both plasmids, two fragments of

5161 and 490 bp were obtained, The fragments of $161 bp from
W12F and of 490 bp from W193F were purified using the GeneClean
system (Bio 101). These two fragments were ligated and used. to
transform BL21(DE3) pLysS cells. Compleie sequence of this con-
structlon conlirmed the mutation of resldues W12 and W193 o F.
The monomeric mutant RMMO-1TIM was obtained using a di-
rected evolution scheme over the MonoTIM gene (38). MonoTIM is a
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monomeric mutant of ThTEM constructed by Wierenga's group,
where a fragment of the interface region of TbTIM {IAKSGAFT-
GEVSLPI) was replaced by a shorter and more hydrophilic sequence
(GNADALAS) (26). RMMO-1TIM was ohtained after randomization
of the MonoTIM gene and selection for active mutants. RMMO-1TIM
had the followlng additlonal substitutions S43P, T44A, and A179T;
behaved as a monomer; and had a &, 1 order of maggitude higher
than that of MondTib (38).

Overexpression and Purification of Recombinant
Proteins

BL21(NE)3 pLysS strains expressing ToTIM and che three mu-
1ants were grown at 37°C in Luria-Bertani medium supplemented
with 100 ug mL™" ampicillin and 34 ug mL ™" chloramphenicol. Cul-
tures were induced at Ay = 0.8-1.0 by addition of iscpropyl-8-b-
thiogalactopyranoside at a final concentration of 0.4 mM. Growth
was contipued overnlght. The purification of TbTIM and the mutants
was performed as described by Borchert et al. (25). Due to differences
in the iscelectric point of ThTIM and the TIM from E. coli, this
protocol eliminates the latter enzyme, SDS-PAGE of purified feac-
tions of TETIM and the mutants showed a single band when stained
with.Coomasste biue or siiver. RMMO-1TIM was overexpressed and
purified as described previously (38).

Protein Characterization

Protein concentration of ThTIM and the mutants was determined
by the BCA proteln assay (Pierce) and confirmed by absorbance
measurements. The molar absorption coefficients calculated accord-
ing to Pace et al. {39) were & (280) (M™ ¢m™") = 1,308 for ToTIM,
0.896 for W12E/W143F, and 1.102 for W12F and W159F,

TIM activity was followed by the change In absorbance at 340 nm

due to oxidation/reduction of NADH/NAD' In a coupled-enzyme as-
say at 25°C.,
* Activity in the direction for glyceraldehyde 3-phosphate was mea-
sured at 25°C as described {25). Reaction conditions were 100 mM
' triethanolamine, 10 mM EDTA, 1 mM DTT (TED 100/10/1), pH 7.4,
0.025-2.5 mM glyceraldehyde 3-phosphate, 5-10 pg k™' a-glycerol-
phosphate dehydrogenase, and 0.2 mM NADH.

Fluorescence and Circular Dichroism Spectra
for TeTIM and the Wi2F, WI59F, and
WI2F/WI93F Mutants

Native ThTIM and the three mutants were Incubated at 25°C In
TED 20/1/1 (20 mM triethanolamine, 1 mM EDTA, 1 mM DTT), pH
7.4, at a protein concentration of 50 ug mL™". Fluorescence spectra
were obtained alter excitation at 285 nm (slitwidth = | mm) follow-
ing the emission from 310 to 400 nm (slitwidth = 0.5 rom) using an
1S5 PCI photon counting spectroflueremeter (IS8, Urbana, IL). The
wavelenpth of maximum intensity for all the native enzymes was 322
nm. Samples for cireular dichroism {CD) spectra were prepared with
150 pg mL~" of TIM in 10 mM phosphate buffer, pH 7.4, and filtered,
CD spectra were obtatned In an AVIV 62 HDS speccropolarimeter,
using a 0.1 cm cell at 25°C. Ellipticlty was recorded from 190 to 240
nm, scanning with a bandwidth of 1 nm and repeating five times.
Reference samples without protein were subtracted in all cases.
Protein ciacentration was determined for the filtered samples in
order to ralculate the molar ellipticity. Analysis of the a helix content
of CD spectra 'was performed using the CDNN (40} and CDsstr (41)
programs.

GdnHC! Unfolding Experiments Monitored
by Fiuorescence and Circular Dichroisnt

all denaturation experiments were performed incubating 50 pg
mL™' TIM at 25°C in TED 20/1/1, pH 7.4, for 48 h, Experimentaliy we
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found that at this time all measured signals had a minimum varia-
tion. Unless otherwise stated, 48 h will be referred to as the incuba-
tlon time. GAnHCI concentratlon was increased from 0 to 6.0 M. The
ellipticlty changes were monitored at 222 nm with the spectropola-
rimeter using 0.1-cm thermoregulated cells at 25°C. The correspond-
ing fluerescence measurcments were made with the ISS spectroflu-
orometer at 25°C using an excitation wavelength of 295 nm (slit-
width = 1 mim) and following the emission at 322 nm {maximum
signal for the natlve enzymes). The spectral center of mass (SCM) of
each spectrum defined as

SCM = ZALAVEHN) (1}

was calculated with the ISS software. In Eq. [1} /() is the fAuores-
cence intensity at wavelength A,

Reference samples at each denaturant concentration were sub-
tracted from all the experimental CD or fluorescence measurements.

ANS Fluorescence

Fluorescence measurements of ANS were performed as follows:
100 pM ANS was added to each sample with or without protein
under exactly the same conditions mentiened above. Excitation
wavelength was 360 nm and the emission wavelength range was
400-560 nm. Reference spectra with ANS and without protein were
subtracted in all cases.

Catalytic Activity Measurements of Samples
Incubated in GdnHCI

The same samples used for spectroscopic measurements were also
used to measure catalytic activity. In order to avoid the effect of
denaturants on a-glycercl-phosphate dehydrogenase, the coupling
enzyme In TIM activity measurements, samples were diluted. This
dilution s also necessary because catalytic activity measurements
are carried out at a concentration of 5 ng mL™" (Le., a concentration
10,000 times lower than that used in the denaturation experiments}.
The protocel was as follows (33); TIM samples (50 pg mL™) were
incubated in TED 20/1/1, pH 7.4, for the tncubation time in GdnHCI
at different concentrations. Subsequently. samples were diluted to 5
g mL™" of TIM maintaining the original denaturant concentraticn
(step 1); thereafter samples were transferred to the catalytlc activity
medlum (step 2) {25). Measurements were performed with 5 ng mL™'
of TIM and less than 6 mM GdnHCL These drastic changes in
denaturant and proteln concentratlon sheuld modify the Intercon-
version between native dimer and intermediates or unfolded forims of
the proteiri. The effect of step 1 on the fraction of active molecules
was tested by modifying both the length of the incubation from 10 s
to 1 min and the comcentration of ThTIM from 1 to 10 ug mL™" {n the
diiution step. and no significant effect was noticeable {data not
shown). Regarding step 2, the estimated reassoclation half-time s in
the ovder of hours at the low concentrations of ThTIM used for the
catalytic assays (42). If reasseciation accurred, it should be apparent
as a downward curvature of the readings during the catalytic assay
and dissociation sheuld produce an upward curvature, However,
NADH oxidation measurements ylelded straight lines tndicating
that significant reasseclation or dissoctation did not take place dur-
Ing catalytic assays. These observations support the idea that the
ratio between active and inactive molecules 1s not perturbed during
the assay.

Reversibility Assays

Denaturation of ThTIM (2.0-5.0 mg mL ") was performed in TED
20/1/1, pH 7.4. and increasing concentratlons {0 te 6.0 M) of GdnHCL
Samples were incubated tn denaturant at 25°C for the incubation
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time, Thereafter, the samples were diluted in TED 20/1/1, pH 7.4, ta
2-50 ug mL ™" TbTiM and 60 mM GdnHCl and allowed te renature
for 24 h, Fluorescence intensity and catalytic actlvity of the rena-
tured samgples were determined as described above, except that the
excitation and emission wavelengths for the fluorescence measure-
ments were 280 and 32CG nm, respectively.

Size-Exclusionn Chromatography and Stokes Radius
Determination

SEC was performed in an FPLC system (Pharmacia, Uppsala,
Sweden} using a Superdex 75 column. Proteln elution was monitored
simultaneously following the absorbance at 280 nm (with a UV-MII
variable wavelength detector) and the intrinsic fluorescence (using a
Waters 474 scanning flucrescence detector, excitation wavelength
280, emission wavelength 320 nm).

Calibration. Stokes radii were calculated from clutlon valumes
and a celibration curve obtained as described by Uversky (44). The
proteins used for the construction of the calibration curve were
transferrin, bovine serum albumin, ovealbumin, carbonic anhydrase,
chymaotrypsinogen, myoglobin, ribonuclease, lysozyme, cytochrome ¢,
and Insulin. One-hundred microliters of each sample (20 pg mL™ in
TED 100/1¢/1, pH 7.4, or in 6 M GdnHCY, TED 100/10/1, pH 7.4) was
injected into the Superdex 75 column, previously equilibrated in the
buffer or buffer-GdnHC! solutlons respectively, at a flow rate of 0.4
mL min~'. The calibration curve was constructed using the experi-
mentally determined elutlen volumes and the Stokes radil values
reported for these proteins in natlve and denaturing conditions (43).

In accordance with data obtained for a Superose 12 column (43),
our data showed that the permeation properties of the Superdex 75
column are practically independent of denaturant concentration;
thus, a single plot of migration rate {1000FV,) vs Stokes radius (R)
was used. The following linear equation

1000/ V,, = 1.493R, + 48.1 2}

fits the 30 fluorescence points used in the calibration curve with a
correlation coefficlent of 0.9734.

Experimental samples. One-hundred microliters of ToTIM or
RMMO-TiM (50 g ml.™"} tncubated for 48 h at different GdnHC)
cencentrations was injected inte the Superdex 75 colurnn previously
equilibrated at the same concentration of GdnHC] and analyzed
according to the calibration curve,

Solvent Exposure and Distances between Tryptophan
Residues in TOTIM

Solvent-accessible surface areas of W side chains were calculated
by means of the program NACCESS {Simon Hubbard. University
College, UK), an implementation of the Lee and Richards algerithm
(44) using a probe radius of 1.4 A and a slab width of 0.1 A, Values
of solvent exposure arc expressed as percentages of the accessible
area of the stde chain of the tripeptide AWA, in extended conferma-
tien. The coordinates used for ThTIM wera those of 5TIM (17), The
distances between different W residues of 5TIM were measured
using the Swiss PDB Viewer ver,3.7b2 program (EXPASY, Switzer-
jand),

Calcuiation of Cv Values

Cr valtes were caleulated uslng the program Savuka ver. 5.12 (45)
dividing A'G for each transition by A (cooperative facter). Both values
were calculated assuming. a three-state model, since only two tran-
sitlons were observed by CD, intrinsic of Nuorescence (IF}, or cata-
lytic activity; l.e., the transition of partiaily unfolded dimer to mo-
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FIG. 1. Spectroscopic propertles of TbTIM and mutant proteins.
(A) Cireular dichrolsm spectra of ThTIM (@), W12F (C}, WIL2F/
WI193F (¥), and WI5S9F (#) in 10 mM phosphate buffér pH 7.4. (B)
Intrinsic fluorescence emission spectra of W12F (— — —), WI159F
(- - -), WI2F/W193F (- — -}, and TbTIM (~—). Fluorescence spectra
were pbtained at a concentration of 50 ug mL™" TIM in TED 20/1/1,
pH 7.4 {excitation wavelength 285 nm).

nomeric intermediate {transitien of D* to M*, see Results) Is not
clearly resolved from the unfolding of the monomeric intermediate
(transitlon of M* to 1) by these techniques,

RESULTS

Catalytic and Spectroscopic Properties of ToTIM and
the Wi2F, W159F, and Wi12FE/WI193F Mutants

ThTIM and the TbTIM mutants were purified to
homogeneity. SDS-PAGE analysis of all the proteins
showed a single 27-kDa band on gels stained with
either Coomassie blue or silver. The far UV CD spectra
of the native enzyme and the three mutants were very
similar {Fig. 1A}, These spectra were also analyzed
using the CDNN (40} and CDsstr {41) programs. Both
metheds of analysis indicated that TbTIM and the
mutants in their native state had markedly similar
secondary structures with an « helix content of 40.3%
for the wt enzyme and of 39.6, 39.8, and 37.8 for the
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UNFOLDING OF TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM Trypanosema brucei 121
TABLE 1
Catalytic and Flucrescence Properties of TbTIM and Mutant Proteins”

Enzyme K,y (G3P) {mM) koo (G3P) (min™"} Position of remalning W A (1101 SCM*
TbTIM .20 0.87 x 10*% 12, 90, 159, 170, 1923 322 336.7
WI2ZF 0.34 0.76 x 10° 90, 159, 170, 193 322 336.8
WI12F/WI193F 0.65 1.12 x i0° 90, 159, 170 322 3373
WI5SF 0.28 1.07 % 10° 12, 90, 170, 193 322 336.7

“ Catalytic parameters were determined as described under Experlmental Procedures. Fluorescence parameters were determined from
spectra taken with excltation wavelength at 295 nm and emisslon wavelengths from 310 to 400 nm.

* SCM, spectral center of mass.

WI12F, WI159F, and W12F/W193F mutants, respec-
tively. The catalytic parameters are also very similar
in the mutants and in TbTIM (Table I), indicating that
no major changes occurred with the mutations.

The intrinsic fluorescence spectra of all four proteins
also exhibited the same A, (322 nm) and a very sim-
ilar SCM (Table I}.

The intrinsic W emission spectra of TbTIM and the
three mutants are shown in Fig. 1B. All the mutants
had W to F substitutions: therefore, in the absence of
quenching effects, a decrease in quantum yield should
be observed in all the mutants. Indeed, the fluores-
cence spectrum of WI12F shows a 40% decrease In in-
tensity {at A}, when compared with TbTIM (Fig. 1B).
In contrast, the removal of a second W in W12F/W193F
shows only a 20% decrease in intensity when compared
with TbTIM; i.e., the quantum yield-of W12F/W193F is
higher than that of W12F (Fig. 1B). This result sug-
gests that W193 is quenching a nearby W residue.

The percentages of solvent accessible surface area of
W residues in native ThTIM (5TIM (17)) are 0.2% for
W12, 2.5% for W159, 3.8% for W170, 9.5% for W90, and
18.6% for W193. The distances between Cn® of W193
and Cn? of the other W residues in TbTIM are W193-~
W12, 33.0 A; W193-W90, 20.2 A; W193-W170, 22.3 A;
and the-shortest distance caleulated for the pair W193-
W1i59 is 6.1 A. This points to W193 as a putative
quencher of nearby W159, In accordance, TbTIM and
the W158F mutant have essentially identical emission
spectra (Fig. 1B}, suggesting that W159 makes no con-
tribution to the intrinsic fluorescence spectra of native
TbTIM due to the quenching effect of W193. This hy-
pothesis could not be corroberated with the W193F
mutant (where an increase in quantum yield should be
observed), because any attempt to overexpress and pu-
rify the W193F mutant protein was unsuccessful. Fig-
ure 2 shows the lecation of the five W residues in
TbTIM.

GdnHCI-Induced Unfolding of TbTIM and the WIZF
and WI12F/W193F Mutants

Reversibility. Samples were incubated in GdnHCI
for 48 h. They were then djluted in buffer without

GdnHCI to allow renaturation, and 24 h later, their
catalytic activity and intrinsic fluorescence were deter-
mined (Fig. 3). At concentrations below 1.0 M GdnHCl
in the denaturation step, the reversihility of the un-
folding of TbTIM was nearly 100%. Between 1.0 and
2.0 M GdnHCI, catalytic activity and A, were not
recovered; and finally, partial reversibility was ob-
served in samples incubated at higher concentrattons
of GdnHCl (4.0 te 6.0 M) (Fig. 3). The percentage of
renaturation decreases as the protein concentration
increases from 2 to 50 ug mL ™' (Fig. 3), suggesting that
aggregation takes place during the unfolding incuba-
tion period.

Circular dichroism. The unfolding of W12F, W12F/
WI93F, and TbTIM after incubation for 48 h in
GdnHCI was followed by far UV CD. Changes in ellip-
ticity at 222 nm were used to determine the apparent
fraction of melecules in the native state (F,;,) (Fig. 4).
These patterns show nonmonophasic behavior, indicat-

FIG,.2. Dilagram of a menomer of wt TbTIM showlng the position of
the five W residues. W12, W90, and W170 are located in lcop 1, B
strand 4, and the catalytic fvop (loop 6}, respectively, and ate shown
in gray. W193 is in a hellx 6 and Ls shown In biack, This last residue
is exposed te solvent and quenches the fluorescence of WI59 lecated
in a shert 3, helix before B strand 6, shown In light gray. The
coordinates for the diagram were taken from the PDB file 5TIM (17).
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FIG. 3. Reversibility of the unfolding of TbTIM. Recovery of cata-
Lytic activity and fluorescenice Aws as a functlon of GdnHCI preincu-
bation concentration. Catalytic activity (open symbols, dashed lines)
and fluorescence An, (closed symbols, continuous ling) were mea-
sured 24 h after denaturant dilution of samples incubated 48 h at the
indicated denaturant concentrations (see Experimental Procedures).
Two different coticentrations of TIM were used: 50 pg mL ™" (circles)
© and 2 pg mL™ (squares). >

ing the presence of a folding intermediate. Between 1.0 -

and 2,0 M GdnHCI changes (n ellipticity are’ small; i.e.,
there is a plateau region in the CD signal. The CD
spectra of TbTIM without denaturant and of samples
incubaiad in 1.2, 1.4, and 1.8 M GdnHCI were com-
pared using the CDNN (40) and CDsstr (41) programs.
This analysis shows that the a helix content decreases
by nearly 50% between 1.0 and 1.8 M GdnHCL. In the
case of the W12F and W12F/W193F mutants, the na-
tive state is destabilized with respect to the wild-type
protein, increasing the plateau between the two tran-
sitlons. The Cx values for the first transition are
smaller in the mutants than in wt ToTIM. In contrast,
the Cux values of the second transition are very similar
for the three enzymes, indicating that the more clear-
cut plateau region observed with the W12F and W12F/
W193F mutants results from the destabilization of the
native state (Table II}.

ANS binding. ANS binding was also used to corre-
late the plateau region observed with CD with the
presence of an intermediate. It has been reported that
ANS binds to folding intermediates that possess hydro-
phobic areas exposed to solvent. The binding of ANS to
these intermediates is accompanied by a large increase
in its flucrescence quantum yield {48, 47). Figure 5A
shows ANS fluorescence in the presence of WI12F,
WI12F/W193F, and TbTIM, after 48 h of incubation
with different concentrations of GdnHCI. All the pro-
teins reached maximal ANS fluorescence at concentra-
tions that ranged between 1.0 and 2.0 M GdnHCI sug-
gesting the presence of at least one intermediate; this
concentration range corresponds to the plateau region
detected by CD. In accordance, the range of denaturant

CHANEZ-CARDENAS ET AL.

concentration where high ANS binding was observed
increased in the order ThTIM < W12F < WI12F/W193F
{compare Figs. 4 and 5A). It is also noted that ANS
intensity is higher for W12F/W193F than for W12F
and TbTIM (Fig. 5A), suggesting the exposure of a
higher hydrephobic surface in the intermediate state(s)
for the W12F/W193F mutant or alternatively a higher
fraction of molecules in this (these) state(s).

Catalytic activity. Catalytic activity was deter-
mined using a concentration of 5 ng mL™' of TIM;
therefore, the samples used for spectroscopic measure-
ments {at 50 pg mL™") had to be diluted. A detailed
protocol was used {33) to determine the effect of dilu-
tion on the ratic between the native dimer and the
intermediates or unfolded forms of the protein (see
Experimental Procedures). Figure 5B shows the cata-
lytic activity of TIM after incubation of the proteins in
GdnHCI, In agreement with the data obtained by CD,
the WI2F/W193F mutant loses its catalytic activity at
a lower concentration of denaturant (Csx = 0.75 M)
than the W12F mutant {(Cx = 0.82 M) or TbTIM (Cx =
1.08 M) (Table II). Since catalytic activity of TIM has
been attributed to the native dimer (24), this result
Indicates a decrease in the stability of the native state
in the Wi2F and W12F/W193F mutants.

Intrinsie tryptophan fluerescence. In the absence of
denaturant, the fluorescence emission spectrum of Th-
TIM shows a Ams, at 322 nm (Table I). The unfolding of
TbTIM preduced a nonmenophasic shift in the SCM of
the emission spectra from 336.7 nm {in the absence of
‘denaturant} to 358 nm (in 6.0 M GdnHC)), indicating
the complete exposure of W residues to the solvent

1 Q
Q
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0.8 vg
2 .
0 .6
v
0.4 ‘%
=]
Q
0.2 of
o 1|||)||I¥|||91|LA|||J.||1J
-
o 1 2 3 4 5 [
GdnHCI (M)

FIG. 4. Far UV cdircular dichreism of TbTIM and mutant proteins
at different concentrations of GdnHCE The apparent [raction of
natlve molecules (F,,) was calculated using the elilpticity values at
222 nm (8y,) obtained for ThTIM (@), W12F (O), and W12F/W]93F
(V) mutants and the equation F,, = Yx — Yw¥h — Yu Measure-
ments were made at protein concentrations of 50 pg mL™', after
Incubation at different concentrations of GdnHCI for 48 h
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TABLE II
The Unfolding of ThTIM Followed by Different Techniques

Techniques D = D* [GdnHCl]., D* = 2U {GdnHCl) .,
Activity [GdnHCI " wi 1.08 Mot detectable
WI2ZF 0.82
WI12FAV193F 0.75
CD [GdnHCI] " wt 1.0 wt 2.14
Wiz2F 0.8 WI2F 2.43
: W12F/W193F 0.65 WI12F/W193F 2.19
SCM [GdnHCl}," wt 1.2 wi 2.2
W12F 0.9 WI12F 2.16
WI12F/W1s3F 0.7 WIZF/W193F 2.22
Fluorescence intensity at A,... [CdnHCI]2* wi 1.2 Wt 2.2
W12F not detected WI12F 2.0
WI12F/W193F 0.69 WI12F/W193F 2.2
D &= D* D* = 2M* ZM* 52U
SEC~FPLZ? wt 0-1.8 M wt2.0-22 M wt 2.2-6.0 M

° €,z values (M) for catalytic activity (Fig. 5B), intrinsic fiuorescence (Figs. 6A and 6B}, and CD data (Fig. 4) were calculated using the

program Savuka, version 5,12 (45).
¥ Concentration ranges were obtalned from the data I Fig. 7.

(Fig. 6A). The plateau region observed between 1.2 and
2.0 M GdnHCI shows a SCM near 346 nm for the three
enzymes, Just'as in the CD data, this plateau was more
evident for the W12F/W193F and W12F mutants than
for wt TbTIM and the Cw values for the first transition
measured by IF were not equal for the three enzymes
{see Table II). These observations suggest that al-
though the native state is destabilized by the W to F
mutations, the unfolding process for wt TbTIM and the
mutants is conserved.

The &ffect of GAnHC) on the fluorescence intensity of
WI2F, W12F/W193F, and wt TbTIM is shown in Fig
6B. The unfolding of the wt enzyme and W12F/W193F
mutant show two transitions. The Cux values calculated
using fluorescence intensity data are the same as those
obtained from the SCM data (Table II). On the other
hand, the first transition is not so evident in the W12F
mutant, In fact, the program used to analyze the tran-
sitions was unable to calculate its Cw» value. However,
Fig. 6B shows a small decrease in intensity {from 10 to
18% of the total change) between 0.6 and 1.4 M
GdnHCI that corresponds to the first transition. The
second transition in the W12F mutant is clearly ob-
served between 1.4 and 3.0 M GdnHCI and has a Cu
value of 2.0 (Table II}. In the absence of denaturant,
the differences in intensity of fluorescence between wt
THTIM and the WI12F mutant should, in principle,
reflect mainly the contribution of W12.

A hypothesis about the gradual exposure of W resi-
dues in increasing concentrations of GdnHCI is dis-
cussed below (see Discussion).

Hydrodynamic Properties

The unfolding patterns followed by CD showed a
plateau region at concentrations between 1.0 and 2.0 M
GdnHCl (Fig. 4}, where a maximum in ANS binding
was also observed (Fig. 5A). These findings indicate the
presence of at least one folding intermediate, In order
to explore the association state of the intermediate,
SEC-FPLC experiments at increasing concentrations
of GdnHCI were carried out with ThTIM and with
RMMO-1TIM, a monomeric mutant of TbTIM (38},
This mutant was derived from the original moneTIM
(26, see Experimental Procedures).

The elution profiles of RMMO-1TIM show a smgle
elution peak at all the GdnHC} concentrations tested
(data not shown). On the other hand, the elution pro-
files of TbTIM showed a single elution peak only at
concentrations of GdnHCI lower than 0.9 M and higher
than 3.0 M. In contrast, more than one elution peak
was observed for ThTIM at intermediate denaturant
concentrations (between 1.0 and. 2.5 M GdnHCI) {see
below).

The elution volumes obtained and the calibration
curve described under Experimental Procedures were
used to calculate R, values. Figure 7 shows the R, of
THTIM and RMMO-1TIM as a functlon of GdnHC1
concentration.

In the absence of denaturant, the R, of the mono-
meric mutant RMMO-1TIM is 19.9 A (Figure 7, <} A
meonophasic transition is chserved between 1.0 and 3.0
M GdnHCl, the R, for the unfolded monomers of
RMMO-1 TIM is 44.0 A at 6.0 M GdnHCl (Fig. 7, ©).
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FIG. 5. ANS fluorescence and catalytic activity of ThTIM and mu-
tant proteins at different concentrations of GdnHCL Sawples of
TETIM @), Wi2F (O}, and W12F/W193F (V) (50 pug mL™") were
incubated for 48 h at different concentratlons of GdnHCL. {A) 100 uM
ANS was added and flucrescence intensity was recorded {excitation
wavelength 360 nm, cmisslon wavelength 480 nm). (B) Catalytic
activity was measured as described under Experimental Procedures
and F,,, was calculated as described in the legend to Fig. 4.

The R, of native TbTIM (D} is 296 A. In 1.8 M
GdnHCI, the R, of this peak increases to 32.0 A (Fig. 7,
@®). The order of analysis of the samples had no effect
on the elution profiles; therefore, the increase in R, is
not caused by adsorption effects. Changes in retention
time related to changes in solvent conditions can also
be ruled out, because the permeation properties of the
column are independent of denaturant concentration
(see Experimental Procedures and (43)). The increase
in R, observed between 0 and 1.8 M GdnHCI occurs at
concentrations of GdnHCI that coincide with the first
transition observed by CD, intrinsic fluorescence, ANS

binding, and catalytic activity measurements. We-sug--

gest that this transition involves the formation of an
intermediate state named D* which is a partialiy ex-
panded dimeric intermediate. Therefore, the transfor-
mation of D to D*, also detected by spectroscopy (C\, =

CHANEZ-CARDENAS ET AL,

1.0-1.2 M GdnHCEL Table II), is accompanied by a
complete loss of activity, a 10-nm shift in the SCM, a
50% reduction of secondary structure, and the expo-
sure of hydrophobic regions to the solvent (Figs. 4, 54,
BA, and 7).

The hydrodynamic properties of D and D* are very
similar {AR, = 2.4 A); therefore, two peaks, with slight
differences in elution volume, should be observed. In
contrast, only one peak is observed. A similar behavior
has been reported in the unfolding of proteins that
show "molten globule” intermediates. In these cases,
single peaks were obtained in the transition regiomn,
since the fast interconversion between states is sub-
stantially shorter than the typical time of chromatog-
raphy experiments (43).

SEC-FPLC experiments show that, between 1.0 and
2.5 M GdnHCI, D* coexists (in a slow exchange) with
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FIG. 6. Intrinsic fluorescence of THTIM and mutant proteins at
different concentrations of GdnHCI. Intrinsic fluorescence spectra
(excitation wavelength 295 nin) of ToTIM (@), W12F (O), and W12F/
WI93F (V) were carrled out after incubation at different concentra-
tions of GdnHCI for 48 h. (A} SCM emission spectra (310-400 nm)
were calculated as deseribed under Experimental Procedures. (B)
Intrinsic fluorescence intensity at 322 nm {Auw. of the native en-
2ymes).
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FIG. 7. Size-exclusior: chromatography of ThTIM and the mono-
meric mutant protein at different concentrations of GdnHCIL Sam-
ples of ThTIM (®, *, and W) and RMMO-1 TIM (0} (50 ;g mL ™"} were
Incubated for 48 h at different concentrations of GdnHCI. Samples
were then injected into a Superdex 75 column equilibrated with the
same denaturant concentratlon, Stokes radfl {R.) were calculated
from the elutiots volumes obtained according to Eq. [2] {see Experi-
mental Procedures). TbTIM formed high-molecular-welght aggre-
gates at concentrations of CdnHCl between 1.0 and 2.5 M (*). Be-
tween 1.0 and 1.8 M GdnHCI there are two R, values for cach
GdnHCE concentration (® and *), which represent to D* and A,
respectively. At 2.0 and 2.2 M three molecular specles were observed
(®, *, and M) corresponding to D*, A, and M*, respectively. At 2.5 M,
both M* and A are present, white from 3.0 to 6.0 M GdnHCI onily the
unfolding of M* (W) is cbserved.

two species that have important differences in their
hydredynamic properties {(Figs. 7 and 8 and see below).

The first is a high-molecular-weight species (A}, with
. amean R, of 46.7 A (Fig. 7, asterisk, between 1.0 and
2.5 M GdnHCI). Because the R, value of A is slightly
higher than that of the completely unfelded monomers
of RMMO-1TIM and TbTIM, it is likely that A is
formed by aggregated molecules. The second popula-
tion has R, values between those of the D* and A
states. This species (M*) {Fig. 7, W} appears at 2.0 M
GdnHCI and coexists with D* at concentrations of 2.0
and 2.2 M (Figs. 7 and 8, see below). The R, values of
M* overlap with those obtained for the monomeric
mutant RMMO-1TIM at concentrations between 1.8
and 6.0 M of GdnHC! (compare M and < in Fig. 7);
therefore, it is likely that M* is a monomeric interme-
diate,

In order to corroborate the association state of D*,
M*, and A, SEC-FPLC profiles were also obtained at
different ThTIM concentrations. Figure 8 shows repre-
sentative elution profiles between 1.0 and 2.5 M of
GdnHCl, with 5, 50, and 200 pg mL™' of TIM. The
dominant state depends on the concentrations of both
TbTIM and denaturant, At 5 pug mL™* TIM D* is the
dominant form at 1.2 and 1.8 M GdnHCH (Figs. 8A and
8B), whereas M* is the most favored state in 2.0, 2.2,
and 2.5 M GdnHClI (Figs. 8C-8E). We proposed that A
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is formed by agpregated molecules and, in agreement
with this proposal, when TIM concentration was in-
creased to 50 and 200 ug mL ™", A became the dominant
state in the concentration range between 1.8 and 2.5 M
GdnHCl (Figs. 8B-8E).

Although the analysis of the interconversion be-
tween D* and M* is complicated by the off-pathway
formation of A, there is a clear dependence of the ratio
[D*}/[M*] on protein concentration calculated with the
peak areas for D* (aD*) and M* (aM*). Thus, at 2.0 M
GdnHCI, aD*/aM* (50 pg mL™') = 1, and aD*/aM* {5
pg ML™Y) = 1/3, At 2.2 M GdnHC] this dependence on
protein concentration is even more evident: aD*/aM*
(50 ug mL™") = ¥/3 and aD*/aM* {5 pg mL™") = 1/10.
This behavier is in agreement with the proposed asso-
ciation state of the intermediates. It is noteworthy that.
at GdnHCl concentrations higher than 1.8 M, the R, for
the dimeric intermediate is smaller than that of the
monomeric intermediate. However, this transition is
also accompanied by large changes in the CD and flu-
orescence spectra, suggesting that the monomer is con-
siderably destabilized upon dissociation.

It is important to note that, although the D* to M*
transition is complete when GdnHCI concentration
reaches 2.5 M, M* continues to unfold beyond that
GdnHC] concentration, since further changes in R,
fluorescence, and CD are observed up to 2.5 M GdnHC]
(Figs. 4, 6, and 7).

DISCUSSION
The Complex Unfolding of TbTIM

The data reported in this work show that the unfold-
ing of TbTIM induced by GdnHCI is complex and irre-
versible. Irreversibility in the unfolding of TIM has
been previously reported in the unfolding induced by
heat of wt and monomeric mutants of ThTIM (29), in
the unfolding promoted by GdnHCl of Plasmodium
falciparum TIM (32), and in the unfolding of TIM from
Thermotoga maritima induced by either heat or
GdnHCI (48). In this work, the unfolding transitions of
THTIM induced by GdnHCI are also irreversible (Fig.
3); therefore, it is impossible to analyze our data using
standard thermodynamic models.

Complete irreversibility was cbserved when unfold-
ing was carried out between 1.0 and 2.0 M GdnHCL
SEC-FPLC experiments show that aggregates coexist
with intermediates in this range of denaturant concen-
trations. The presence of aggregates increases with
protein concentration and correlates with a decrease in
the yield of TbTIM refolding (see Figs. 3, 7, and 8).
Therefore, irreversibility is caused by the presence of
high-molecular-weight aggregates that result from the
nonnative association of D* and M*. Previous reports
suggest that partially folded intermediates and molten

A
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respectively.

globule intermediates are prone to aggregate (7-9). A A

Even though the denaturation of P. falciparum, T. 1 1

maritiiza, and T. brucel TIMs is irreversible, these D5 D* 52MY 52U

studies have yielded important infermation about their

unfolding processes. The transition from D to D* corresponds to the first
Our data show that the unfolding of TbTIM induced transition detected by catalytic activity and spectro-

by GdnHCI follows a complex mechanism: scopic data and takes place from 0 to 1.8 M GdnHCI. It
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involves the gradual expansion of the dimer (Fig. 7, @)
and is accompanied by loss of catalytic activity {Fig.
5B), the exposure of hydrophobic surfaces (Fig. 54),
and a 50% decrease in secondary structure {see Results
and Fig 4). Thereafter, in a narrow range of denatur-
ant concentrations (from 2.0 to 2.2 M GdnHCI, Fig. 7),
D* dissociates to ZM*, and M* is further transformed
into completely unfolded moenomers (between 2.2 and
3.0 M CGdnHCY). The second transition detected by the
spectroscopic techniques spans from 1.8 to 3.0 M
GdnHC] (Figs. 4, 6A, and 6B) and has a €, value of 2.2
M GdnHCI (Table IE). M* is a monomeric intermediate,
and this conclusion is supported by the observation
that the hydrodynamic properties of M* and those of
the monomeric mutant RMMO-1TIM are very similar
in a concentration range between 2.0 and 6.0 M of
denaturant {Fig. 7, 8, ). In addition, the fraction of
molecules in the M* state increases with decreasing
protein concentration (Figs. 8C-8E).

Therefore, the D* to 2M* and the 2M* to 2U transi-
tions detected by SEC-FPLC are both included in the
second transition detected by spectroscopic techniques
(Table 'TI}. 'As a consequence, the conformational
changes that take place in each of these transitions
cannot be assigned precisely. Nevertheless, it is clear
that the transition of D* to 2U involves a drastic ex-
pansion and the complete loss of secondary and ter-
tiary structure. Notwithstanding the difference in as-
soclation state between D* and M*, the R, of both
intermediates is similar; therefore, M* is much more
expanded that the monomers within D*.

Single peaks with increasing R, values were ob-
served in the transitions from D to D* and from M* to
U analyzed by SEC-FPLC. The absence of two discrete
conformers in these transitions suggests that the ex-
change between D and D* and that of M* and U is
faster than the time scale of the FPLC runs (43, 49).

High-molecular-weight aggregates (A) were detected
by SEC-FPLC at concentrations between 1.0 and 2.5
M GdnHC]l. The population of D* decreases and that of
A rises with increasing protein concentration (Figs. 8A
and 8B;. It is likely that the transformation between
D* and/or M* to A follows a nonproductive irreversible
pathway (compare Figs. 3 and 8).

Analysis of Fluorescence Data

Intrinsic fluorescence has been used in all the re-
ports that-deal with the equilibrium unfolding of TIM.
All the TIMs previously studied have multiple Ws. The
presence of more than one W residue limits the inter-
pretation of fluorescence data, since the cbserved sig-
nal corresponds to the average properties of different
W residues. In other proteins, this problem has been
solved by site-directed mutagenesis, replacing W resi-
dues with Y ar F (37, 50). In this work, we followed this
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rationale and constructed several TbTIM mutants
where F replaced W residues. The secondary, tertiary,
and quaternary structure of native ThTIM are pre-
served in W12F and W12F/W193F, as evidenced by the
similarity in catalytic parameters, CD, and intrinsic
fluorescence spectra of the native enzymes (Table I,
Fig. 1). However, the unfolding patterns followed by
CD and IF show that the presence of the plateau region
increases in the order TbTIM < WI12F < W12F/W193F
(Figs. 4 and 6A). The same order was observed in ANS
binding (Fig. 5A). These data suggest that the native
state was destabilized relative to the intermediate
state, after mutating W12 te F and also in the double
mutant W12F/W193F. The highest value of ANS fluo-
rescence observed in the W12F/W193F double mutant
indicates either that the intermediate state{s) in this
mutant are less packed than those of the wt TbTIM or
that the population of the W12F/W193F intermediates
could be larger than that observed for the wild-type
enzyme. These findings indicate that the susceptibility
of the protein to denaturants Increases with the num-
ber of W substitutions. For example, the W12F/W90Y/
WI159F/W193F mutant, which contains only the cata-
Iytic loop W170 (Fig. 2) was overexpressed and puri-
fied. However, the yield was very low and the enzyme
had only residual activity (10-30 wmol min™' mg™)
and was prone to aggregation.

* The finding that the fluorescence intensity of W12F
is lower than that of WI12F/W193F indicates that in
both W12F and TbTIM, a W residue is quenched by

‘W193. The distance between W159 and W193 (6.1 A)

suggests that W159 is the quenched residue. This con-
clusion is supported by the fact that fluorescence in-
tensity of the W159F mutant and that of TbTIM are
very similar (Fig. 1B]. Therefore, fluorescence changes
in the denaturation of wt TbTIM are mainly due to the
exposure of the buried residues W12 and W170 since
fluorescence of W159 is quenched by W193, whereas
W90 and W183 are solvent exposed. Consequently, and
assuming the same unfolding mechanism for wt Tb-
TIM and the mutants, the unfolding pattern of the
WI12F mutant should reflect mainly the exposure of
W170. Also, since the quencher W183 is absent in the
W12F/W193F mutant, all fluorescence changes during
the unfolding of this enzyme, should mainly report the
exposure of W159 and W170. Although WI2F shows
two transitions, the amplitude of the first one is small;
therefore, it was not detected by the Savuka program
{45). The main change in fluorescence intensity in the
unfolding of W12F is observed between 1.4 and 3.0 M
GdnHCl (Fig. 6B). Since the main contribution to the
fluorescence intensity of W12F mutant comes from
W170, this suggest that the environment near this W,
located in the catalytic loop, is severely modified in the
transition from 2M* < 21U

Y
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The unfolding profile of wt TbTIM shows two tran-
sitions: one with a midpoint around 1.2 M GdnHCl and
the second, which is cbserved in both wt TbTIM and
WI12F, with a midpoint at 2.2 M GdnHCI (Table II}.
This s1ggests that W12 becomes exposed during the
first transition from D to D*, because the difference in
fluorescence between W12F and TbTIM is due to the
exposure of W12.

Finally, the unfolding of W12F/W193F shows two
transitions that should reflect the exposure of residues
159 and 170. Since W170 is mainly exposed in the
second transition (see above}, it is likely that the dif-
ference between wt ThTIM and the W12F/W193F mu-
tant during the first transition, from D to D*, is due to
the exposure of W159 {located in a short 3, helix before
B strand 6, Fig. 2).

Comparison of the Unfolding Pattern
of Homologous TIM

Because the tertiary and quaternary structures of
TIM from several species are essentially identical (51),
TIM is an excellent model to study the evolution in
folding “mechanisms. Indeed, the denaturation pat-
terns of TIM from several species can be compared to
determine the invariant properties in the denaturation
of this fold. Transient folding intermediates of TIM

have been detected by following the kinetics of refold- .

ing (23, 24}, On the other hand, most equilibrium stud-
ies have reported a two-state behavior. The unfolding
of human TIM {28), P. falciparum TIM (32), and yTIM

(33) induced by urea, as well as the unfolding of Leish- -

mania mexicana TIM in GdnHCI1 (36), show monopha-
sic transitions. In contrast, equilibrium-folding inter-
mediates have been detected in the GdnHCI induced
unfolding of P. falciparum TIM (32), yTIM (33, 35), and
L. mexicana TIM at pH extremes (36).

In this work, we observed for the first time the pres-
ence of two intermediates in the unfolding of ThTIM
induced by GdnHCI. Our results, also explain the irre-
versibility of the process in terms of the presence of
aggregates, presumably formed by the wrong associa-
tion of partially folded intermediates observed in other
proteins (9).

Previous reports show that the denaturation pattern
of yTIM induced by GdnHCI is monophasic (33, 35).
Both yTIM and the W12F/W193F TbTIM mutant have
three W residues located in equivalent positions (Table
D); however, the results obtained in this work demon-
strate the presence of two folding intermediates. This
indicates that in spite of the 49% sequence identity
between both TIMs, the 100% conservation of the ac-
tive site, and the practical identity in the superposition
of both structures (51), the stability of the intermedi-
ates is different in the two proteins. The vartability
observed in the monemer-monomer interface of homol-
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ogous TIMs {14, 51) may be responsible for the differ-
ences in unfolding behavior. The unfolding of yTIM is
reversible (33, 35) whereas that of ThTIM is not. The
aggregation of ThTIM intermediates may be related to
the nonpolar character of the ThTIM interface when
compared to that of yTIM (51).

It is reasonable to think that homologous proteins
that function in different cellular compartments could
differ in their folding pathways. ThTIM is a glycosomal
protein. The glycosome is a typical microbody of
trypanosomatids like 7. bruced, T. cruzi, and L. mexi-
cana (52, 53). Several proteins of the glycolytic path-
way are inside the glycosome. Apparently they are
synthesized in the cytosol in their mature form and

- transferred to the glycosome without any apparent

modification (53). It has been proposed that the infor-
matien required for the transfer to the glycosome is
contained in the primary structure and that positive
charge hot spots are present in glycosomal proteins
(54). It is possible that the folding intermediates ob-
served in ThTIM may, have a functional role in the
transport of TIM to the glycosome. In order to support -
this hypothesis, a detailed characterization of the fold-
ing intermediates observed in TbTIM and the study of
the folding pathway of TIM from other trypanosoma-
tids is needed.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr. Arture Rojo-Dominguez for the caleulations of the
solvent accessible surface areas of the tryptophan side chains Dr.
Rafael Zubiltaga-Luna and Dr. Enrique Garefa for their help in CD
measurements and discussion of the CD data, Hugo Ndjera-Pefa for
his valuable and professional collaboration and discussion of the
SEC-FPLC experlments, and Jorge Ramirez and Gerardo Pérez foc
technical support. We also thank Dr. Armande Gémez-Puyou and
Dr. Andrés Herndndez-Arana for valuable discusslons, suggestions,
and revision of the manuscript,

REFERENCES

1. Jaenicke, R., and Rudolph, R. (1989) in Protein Structure: A
Practical Approack {Creighton, T. E., Ed), pp. 191-223, IRL
Press, Oxford, England.

2. Fershe, A, {999} Structure and Mechanism in Prorein Science: A
Guide to Enzyme Catalysis and Proteln Folding, Freeman, New
York, NY.

3. Pace, C. N, (1986} ‘Methods Enzymol. 131, 266 -282. .

4. Garel, ]. R. (1992} /it Proteln Folding (Creighton, T. E.. Ed). pp.
405-454, Freeman, New York, NY.

5. Jaenicke, R. (1996) Curr. Top. Cell. Regui 34, 209-314.

6. Ja?nicke. R., and Lilie, H. (2000) Adv. Protein Chem. 53, 329-
401.

7. Hammarstrém, P., Persson, M., Freskgard, P. O., Martensson,
L. G., Andersien, D., Jonsson, B. H., and Carlssen, U, (19989)
J. Biol. Chein. 274, 32897-32903.

8. Uversky, V. N., Segel, D. J., Doniach, S., and Fink, A. L. (1998)
Frac. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5480--5483.

9. Fink. A. L. (1998} Fold. Des. 3, R9-R23.

132



18,

19,

20.

2%

23,
24,

25,

26.

27,

28.

29.

UNFOLDING OF TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM Trypanosama bruce

. Knowles, J. R., and Albery, W. 1. {1977) Accounts Chemn. Res. 10,

105-111.

- Noble, M. E. M., Zeelen, J. P., Wierenga, R. K., Mainfroid, V.,

Goraj, K., Gohimont, A. C., and Marttal, J. A, (1993) Acta Crys-
tallogr. D. Biol, Crystatlogr, A9, 403-417.

- Delboni, L. F., Mande, 5. C., Rentler-Delrue, F.. Mainfroid, V.,

Turley, S., Vellleux, F. M. D, Martial, J. A, and Hol, W. G. .
(19.95) Protein Sci. 4, 2504 2604,

. Alvarez, M., Zeelen, J. P, Mainfrold, V., Rentier-Delrue. F.,

Martial, J. A, Wyns, L., Wierenga, R. K., and Maes, D. {1998)
J. Biol. Chem. 273, 2199 -2206.

- Maes, D., Zeelen, J. P., Thankl, N., Beaucamp, N., Alvarez, M.,

Dao Thi, M. H., Backmarnn, J., Martial, J. A., Wyns, L., Jaenicke,
R., and Wierenga, R. K. (1999) Proteins 37, 441-453,

« Walden, H., Bell. G. §,, Russell, R. J. M., Siebers, B.. Hensel, R.,

and Faylor, G. L. (2001) J. Mol. Biol. 306, 745-757.

. Lelis, E., Alber, T, Davenport, R. C., Rose, 0., Hartman, F. C.,

and Petsko, G. A. (1990) Biachemistry 29, 66096618,

- Wierenga, R. K., Noble, M. E. M., Vriend, G., Nauche, S., and

Hol, W. G. 1. (1991) J Mol Bial, 220, 995-1015,

Velanker, $. ., Ray, §. $., Gokhale, R 3., Suma, 8., Balaram, H.,
Balaram, P., and Murthy, M. R. N, (1997} Structure 5, 751-761.
Maldonada, E.. Sorianc-Garefa, M., Moreno, A., Cabrera, N.,
Garza-Ramos, G., Tuena de Gémez-Puyou, M., Gémez-Puyou, A.,
and Pérez-Montfort, R. (1998} /. Moi, Brof, 2839, 193-203,
Willtams, J. C., Zeelen, J. P., Neubauer, G., Vried, G., Back-
mann, J., Michsls, P, A. M., Lambelr, A, M., and Wierenga, R, K.
(1999} Protein Eng. 12, 243-250,
Banner, . W., Blaomer, A. C.. Petsko,
Pogson, C. I, Wilson, L. A., Corran, P. H.,
J. D, Offerd, R. E., Priddle, J. D., and Wale
255, 609-614,

G. A., Phillips, B. C.,
Furth, A. J.. Mitman,
, 8. G. (1975) Mature

- Mande, 5. C., Mainfrald, V., Kalk, K. H., Goraj, K., Martial, J. A.,

and Hol, W. G. (1994) Protein Sef. 3, 810821,

Waley, 8. G. (1873} Brochem. J, 135, 165-172.

Zabor', 8., Rudolph, R., and Jaenicke, R, (1980} Z. Naturforsch.
35¢, §99-1004.

Borchert, T. V., Pratt, K., Zeelen, J. P., Callens, M., Nohle, M. E.,
Gpperdoes, F. R., Michels, P, A., and Wierenga, R. K. (1093) Eur.
J. Blachem. 211, 703-710. .

Borchert, T. V., Abagyan, R., Jaenicke, R., and Wierenga, R. K.
(1994} Proc. Nagl. Acad. Sci, UsA 91, 15151518,

Borchert, T. V., Zeelen, J. Ph., Schllebs, W., Callens, M., Minke,
W., Jaenicke, R., and Wierenga, R. K, (1995) FEBS Lett. 367,
315-3i8.

Mainfroid, V., Terpstra, P., Beauregard, M., Frere J. M,, Mande,
S. €., Hol, W. G. I, Martial, J. A., and Goraj, K. (L996) J. Mo/,
Blal. 257, 441-456.

Schllebs, W., Thanki, N., Jaenicke,
(1997} Biachemistry 38, 9655-9662.

R., and Wierenga, R. K.

30,

3i.

3z,

33.

34.

35.

36.

37.
38.
39,
40.
41,

4z,

43.
44,
45,
46,

47,

48.

49,

50.
51.

52.
. b3,

54,

129

Kohtheff, M., Dahm, A., and Hensel, R. (1996) FEBS Lett. 383,
245-250. .
Mainfreld, V., Mande, S. C., Hel, W. G. J., Martial, J. A., and
Goraj, K. (1996) Biochemistry 35, 41164117,

Gokhale, R. 5., Ray, 8. S., Balaram, H., and Balaram, P, (1999)
Biochemistry 38, 423431,

Vazquez-Contreras, E., Zubillaga, R. A., Mendoza-Hernandez,
G.. Costas, M., and Fernandez-Velasco, D. A. (2000) Protein
Feptide Lett. T, 57-64.

Rietveld, A, W. M., and Ferrelra,
933-937.

Morgan, C. J,, Wilkins, D. K., Smith, L. J., Kawata, Y., and
Dobson, C. M. (2000) J. Mo/, Biol. 300, 11-16,

Lambeir, A, M., Backmann, J., Ruiz-Sanz, 1., Filimonov, V.,
Nielsen, I. E., Kursula, 1., Norledge, B. V., and Wierenga, R. K.
(2000) Eur. J. Biochers. 267, 2516-2524.

Royer, C. A, Mann, C. J., and Matthews, C. R. {1993) Protein Sci.
2, 1844-1852.

Saab-Rincen, G., Juarez, V. R., Osuna, J., Sanchez, F., and
Soberon, X. (2001) Protein Eng. 14, 149-155,

Pace, C. N., Vajdos, F., Fee, L., Grimsley, G., and Gray, T. {1995)
Protein Sci. 4, 2411-2423.

Bohm, G., Muhr, R., and Jaenicke,
191-195.

Johnson, W. C, {1999) Proteins 3%, 307-332.

Gaa, X. G., Garza-Ramos, G., Saavedra-Lira, E., Cabrera, N., De
Gomez-Puyou, M. T., Perez-Mentfort, R., and Gomez-Puyou, A.
(1998) Blochem. J, 332, 91-96.

Uversky, V. N. (1893) Biochemistry 32, 13288-13208.

Lee, B., and Richards, F. M. (1971) .. Mol. Binl 55, 379-400,
Bllsel O, Zitzewltz, J. A., Bawers, E., and Matthews C. R, (1998}
Biochemistry 38, 10181029,

Ptitsyn, O. B., Pain, R. H., Semisotnov, G. V., Zerovrdk, E., and
Razgulyaev, O, 1. (1980} FEBS Lett. 262, 20-24,

Semisotnov, G. V., Rodlenova, N. A, Razgulyaev, 0. 1., Uversky,
V.N., Gripas, A.F., and Gilmanshin, R. J. {1981} Blopalymers 31,
119-128.

Beaucamp, N.. Hofimann, A., Kellerer, B., and Jaenicke, R.
(1997) Protein Sci, 6, 2159-2165.

Uversky, V. N., and Putsyn, O. B. (1596) 7. Mol Broi. 255,
215-228.

Eftink, M. R. {1994) Bigphys. J. 66, 482-501,

Wierenga, R, K., Noble, M. E. M., and Davenport, R. C. (1992) 7.
Mol. Biol, 224, 1115-1128.

Opperdees, F. R., and Borst, P, (1977) FEBS Let. 80, 360-364.
Opperdoes, F. R, Baudhuin, P., Ceppens, [, De Ree, C., Eg-
wards, 5. W, Weljers, P. ]., and Misset, Q. (1984) J. Cell. Biol,
98, 1178-1184.

Hart, D. T., Baudhuin, P., Opperdaes, F. R, and de Duve, C.
{1987} EMRBO 7. 6, 1403-1411.

3. T. (1998) Blochernistry 317,

R. (1992) Protein Eng. 5,

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON

\ 33



